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(54) Title: THERMOSENSITIVE PLASMID 
(54)Titre: PLASMIDE THERMOSENSIBLE 
(57) Abstract 

Bacterial vector plasmid of the type having an efficient replication origin in Gram-positive bacteria. Said plasmid is char- 
actenzed by having at least one marber gene which expresses itself in a bacterial hast strain, an efficient replication system which 
is thermosensitive based on a temperature compatible with the viability of the hast strain, and in that the temperature of replica- 
tion mhibition is below or equal to approximately 37 The invention also concerns a bacteria containing said plasmid and a 
process for inactivating a gene in the chromosome of a bacteria. 



(57)Abrege 

La presente invention conceme un plasmide vecteur bacterien du type comportant une origine de replication efficace dans 
les bactenes gram positives, caracterise en ce qui comporte au moins: un gene marqueur qui s'exprime dans une souche bote bac- 
terienne, un systeme de replication efficace qui est thermosensible a partir d'une temperature compatible avec la viabilite de la 
souche hote, en ce que la temperature d'inhibition de replication est inferieure ou egale a environ 37 ""C, ainsi qu'une bacterie le 
contenant et un procede d'inactivation d'un gene present dans le chromosome d'une bacterie. 
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PLASMIDE THERMOSENSIBLE 

La presente invention concerne un plasmide utilisable pour la 
modification genetique des bacteries a coloration gram positive, en 
particulier des bacteries lactiques presentant un interet industriel ou 
medical. 

5 Elle concerne egalement des bacteries contenant un tel 

plasmide. Elle concerne enfin des precedes de modifications genetiques 
mettant en oeuvre un teJ plasmide, soit pour inactiver un gene normale- 
ment present dans ie chromosome bacterien, soit pour introduire et 
exprimer un gene d'lnteret. 

10 De nombreuses bacteries gram a coloration gram positive sont 

des sujets d'etude comme modeie biologique (par exemple les bacteries du 
genre Bacillus), comme souche de fermentation d'interet industriel 
(bacteries a acide lactique) ou comme pathogene (par exemple Clostridia. 
Listeria, Staphylococcus, Streptococcus). Beaucoup de ces souches sont 

1 5 caracterisees d'un point de vue physiologique mais peu ont ete etudiees ou 
modifiees genetiquement, L'etude ou la modification des souches peut €tre 
facilitee par I'utilisation de vecteurs permettant des insertions dirigees ou 
non-specifiques dans le chromosome bacterien. Des systemes de delivrance 
qui sont fondes sur des vecteurs non replicatifs sont limites aux bacteries 

20 qui peuvent etre transformees avec une haute frequence et ceux utiiisant 
des replicons actifs uniquement sous certaines conditions sont souvent 
limites a leur spectre d'hote. Aussi la construction de souches recom- 
binantes requiert un effort important et ne peut etre appliquee avec 
efficacite qu'a certains microorganismes specifiques. 

25 L'addition, la perte ou la modification de genes peuvent 

transformer le role d'un organisme dans un processus industriel tel que la 
fermentation. 

La biotechnologie cherche a faciliter I'usage industriel de 
microorganismes. Par exemple, les bacteries lactiques sont utilisees en 
30 agroalimentaire, majoritairement pour la fabrication de produits laitiers 
fermentes, mais aussi en dehors de la filliere iait pour la fabrication de 
vin, cidre, charcuterie et ensilage. 
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U est done particulierement souhaitable de disposer de moyens 
efficaces d'introduire ou de modifier specifiquement et definitivement 
certains genes dans ces organisnnes. 

Actuellement, la modification du chromosome chez les 
5 bacteries lactiques est effectuee par I'lntermediaire &un systeme par 
transformation d^un plasmide non replicatif- Dans une seule etape, il est 
necessaire d'avoir deux evenements de basse frequence, la transformation 
par un plasmide, et une recombinaison dans ie chromosome. La probabilite 
d'obtenir ces deux evenements dans une seule etape est le produit des 
10 probabilites de chacun ; done une chance tres faible d'obtenir la 
modification. 

Le plasmide pWVOl est un plasmide cryptique initialement 
isole chez Lactococcus lactis subsp. cremoris ; il s'agit d*un plasmide a 
large specificite d'hote, replicatif a la fois dans des bacteries gram positif 

15 et gram negatif, notament chez E. coli, Bacillus subtiiis, Lactococcus lactis. 
Streptococcus et Lactobacillus. II a ete caracterise et sa sequence 
nucleotidique a ete publiee par Leenhouts et al (1991). 

Dans la demande WO 85/03^95, de larges fragments de ce 
plasmide sont utilises pour construire un plasmide recombinant pGK12, 

20 marque par le gene de resistance a I'erythromycine, et/ou le gene de 
resistance au chloramphenicol (la chloramphenicol-acetyl-transf erase 
(CAT)). Ce plasmide pGK12 n'est pas utilisable pour faire des integrations 
dans le chromosome bacterien. 

Les plasmides non replicatifs utilises jusqu'a present 

25 permettent de pallier ce probleme, mais ce systeme requiert des taux de 
transformation eleves pour permettre la detection d 'evenements de basse 
frequence tels que la transposition ou la recombinaison dans le chromosome 
; or la plupart des bacteries lactiques sont faiblement transformables. 

L'ensemble de ces difficultes pourrait etre surmonte grace a 

30 I'obtention d*un replicon thermosensible, utilisable comme vecteur de 
livraison dans les bacteries, lactiques ou autres. 
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Les plasmides pE19i^ et PSH71 ont ete decrits comme 
naturellement thermosensibles, au-dessus d'une temperature de 51** C (3. 
BacterioJ., 1990, 172, ^5^3-^5^8) 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un plasmide 
vecteur bacterien du type comportant une origine de replication efficace 
dans les bacteries gram+, caracterise en ce qu'iJ comporte au moins : 
un gene marqueur qui s'exprime dans une souche hote bacterienne, 
un systeme de replication efficace qui est thermosensible (Ts) a partir 
d'une temperature compatible avec la viabilite de la souche hote, 
et en ce que la temperature d'inhibition de replication est inferieure ou 
egaJe a environ 37° C. 

Le fait que le plasmide selon I'invention soit non replicatif a 
37** C le rend particulierement approprie dans le cas ou les bacteries ont 
une temperature de croissance relativement basse, ou lorsqu'un choc 
Thermique important n'est pas souhaitabJe. Le plasmide selon Tinvention est 
utilisable seul, il n'a pas a etre associe a un autre plasmide, L'inhibition de 
la replication par des temperatures superieures a environ 37° C, n'est pas 
souche dependante. II possede un large spectre d'hotes et peut s'etablir 
notamment chez les souches classiques appartenant au groupe comprenant : 
Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Listeria, 
Pediococcus, Staphylococcus, Clostridia, Leuconostoc, E. coli. Parmi 
celles-Ci, on peut citer a titre d^exemple les especes suivantes : B- subtilis, 
E. faecahs, L. fermentum, L. helveticus, L. bulgaricus, L. lactis, S. pyogenes, 
S. thermophilus, 5. sanguis, L* monocytogenes. 

Le plasmide selon Tinvention porte au moins un gene codant 
pour un marqueur de selection, ainsi que les elements necessaires a son 
expression teis que promoteur, site de fixation des ribosomes, terminateur, 
etc- Des genes de selection sont par exemple des genes de resistance aux 
antibiotiques (Erythromycine, chloramphenicol), ou permettant la croissance 
sur un milieu depourvu de certains elements, etc* 

Le gene marqueur est integre dans le chromosome en cas de 
recombinaison. 
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Par systeme de replication, on entend un systeme comprenant 
une engine de replication ainsi que la proteme induisant son fonction- 
nement ; ladite proteine est inactivee au-dessus d'une temperature inhibant 
le systeme de replication, 
5 Un tel plasmide se replique normalement a 28** C, chez un 

grand nombre de bacteries. A une temperature superieure a environ 35** C, 
la replication de ce plasmide est inhibee ; cette temperature inhibitrice de 
la replication du plasmide est relativement basse et permet la multiplica- 
tion et la croissance normale de la plupart des bacteries, en particulier des 

10 bacteries lactiques. La temperature recommandee pour I'inactivation 
efficace de ce plasmide est de 37® C. 

Selon Tun de ses aspects, la presente invention a pour objet un 
plasmide vecteur, caracterise en ce qu'il contient le plus grand fragment 
Cla 1 du plasmide pWVOl, presentant au moins une mutation dans la region 

15 Thal-Rsal. 

Plus particulierement, un plasmide vecteur a replication 
thermosensible selon I'lnvention presente au moms une mutation dans la 
region correspondant a RepA du plasmide pWVOi. La proteine RepA est 
codee par i'un des k cadres ouverts de lecture (ORF) identifies sur pWVOl, 
20 rORF A, et est necessaire pour la replication. 

Des mutations preferees de ce plasmide se trouvent dans les 
positions 972- 977, 980 et 987 de la sequence nucleotidique de pWVOl. 

La proteine RepA codee par le plasmide selon I'mvention 
presente, par rapport au type sauvage, les modifications representees a la 
25 figure 3, a savoir le remplacement de : 
Ser par Asn, 
Asp par Asn, 
Val par He, 
Arg par Gin. 

30 Un tel plasmide constitue un vecteur suicide a large 

specificite d*h6te, d'un type unique jusqu'a nos jours dans le domame des 
bacteries lactiques. 
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En effet, il permet de dissocier en deux etapes, I'integration 
dans le chronnosome. Dans la premiere etape de transformation, le plasmide 
est etabli dans la cellule. Dans la deuxieme etape, I'evenement d'integra- 
tion dans le chronnosome est seJectionne par elevation de la temperature. 
5 On peut ainsi modifier genetiquement des bacteries reputees peu 
transformables. 

Plus particulierement, des plasmides selon Tinvention 
comportent une des sequences representees sur une des figures 9, 10 ou 11, 
ou une sequence representant au moins 80% d*homologie avec ces 
1 0 sequences. 

Les outils genetiques ainsi deveJoppes permettent d'introduire 
et de stabiliser des genes dans le chromosome bacterien. 

On choisit par exemple d'appliquer un procede par recombi- 
naison homologue. 

15 Pour ceia, on utilise un replicon thermosensible selon 

I'lnvention, qui comporte en outre au moins un fragment d'ADN homologue 
a TADN chromosomique de la bacterie que l*on veut modifier. 

Selon Tun de ses aspects, la presente invention a pour objet un 
procede d'lnactivation d'un gene present dans le chromosome d'une 

20 bacterie, caracterise en ce que : 

a) on introduit dans la bacterie, par transformation, le plasmide^selon 
I'invention, 

b) on cultive la bacterie sur milieu selectif a une temperature inferieure 
a la temperature d^inhibition de i*origine de replication, 

25 c) on eleve la temperature de culture a une temperature superieure a 
ladite temperature d'inhibition, 
d) on recupere les bacteries survivantes apres plusieurs cycles de 
multiplication, a temperature d*inhibition de la replication plasmi- 
dique. 

30 L'etape d) permet de selectionner les bacteries portant le 

marqueur plasmidique. 
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Le fragment chromosomique clone dans le plasmide peut 
correspondre a un gene precis, qui est specifiquement inactive par 
integration du plasmide au niveau de la copie chromosomique du gene. 
Dans la population bacterienne, seul ce site d'integration sera trouve. 

Dans un autre mode de realisation, TADN bacterien present 
dans le plasmide pourra etre choisi dans une banque de fragments 
chromosomiques pour 4e clonage, et il y aura integration au hasard ; le site 
d'mtegration du plasmide est different d'une bacterie a I'autre et on 
realise ainsi de la mutagenese. 

Le procede peut egalement s'appliquer a un replicon 
thermosensible porteur d'un transposon. On dispose de differents transpo- 
sons pour mutageniser le chromosome. 

Le plasmide Ts est employe comme porteur d'un de ces 
transposons eventuellement modifie pour etre actif chez L. lactis. Chaque 
transposon porte un gene marqueur (ex: gene de resistance). En appliquant 
le protocole precedemment decrit (a a c), on obtient, des cellules ayant 
integre le transposon dans leurs chromosomes. On selectionne ces cellules 
au moyen du marqueur du transposon. Dans le cas de la transposition, le 
plasmide n'est pas integre dans le chromosome. 

En variante, le plasmide vecteur selon Tinvention comporte 
egalement un locus de mobilisation permettant ia conjugaison. De 
preference, ce locus de mobilisation est le locus on T, extrait d*un 
plasmide de bacterie a gram positif, preferentiellement pouvant etre 
extrait d'un plasmide de Streptococcus. Le plasmide vecteur portant ce 
locus peut etre mobilise et transfere par conjugaison chez des especes 
bacteriennes non transformables. 

Le procede d' in activation d'un gene dans une bacterie fait 
alors intervenir les etapes suivantes : 

a) on introduit dans la bacterie, par conjugaison, un plasmide selon 
rmvention, portant un locus de mobilisation et un fragment homologue 
au chromosome et/ou un transposon, 
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b) on cultive la bacterie sur milieu selectif a une temperature inferieure 
a la temperature d'inhibition de I'origine de replication, 

c) on eleve la temperature de culture a une temperature superieure a 
ladite temperature d'inhibition, 

5 d) on recupere les bacteries survivantes apres plusieurs cycles de 
multiplication, a temperature dMnhibition de la replication plasmi- 
dique. 

Les bacteries obtenues a Tissue de Tetape d) ont subi un 
evenement de recombinaison ou de transposition et portent le marqueur du 

10 transposon ou du plasmide. 

En variante, le plasmide vecteur selon Tinvention, comporte 
egalement un replicon actif chez E. coli. Le plasmide vecteur portant ce 
locus, et ces derives, peut etre propage chez £• Coli* Les constructions 
preparees et propagees chez £• coli a 37° C (grace au deuxieme replicon) 

15 peuvent etre ensuite transferees dans les bacteries iactiques dans lesquelles 
seul le replicon Ts sera actif. 

Dans les precedes decrits ci-dessus, apres introduction du 
plasmide vecteur dans la bacterie par transformation ou conjugaison a 
Tetape a), on laisse le plasmide s*etablir dans la population bacterienne, 

20 par replication, a 28-30"* C. 

Le caractere de selection est exprime dans Tensemble des 
bacteries. Quand la temperature s'eleve au-dessus de 35** C, le plasmide 
sous forme libre devient incapable de se repliquer et se trouve done perdu 
lors des divisions cellulaires. Seules les bacteries pour lesquelles ce 

25 plasmide s*est integre par recombinaison dans le chromosome ou pour 
lesquelles le transposon s'est integre dans le chromosome, conservent et 
transmettent Tinformation genetique portee par le plasmide ou le 
transposon et leur permettant de pousser sur milieu selectif. On selectionne 
ainsi les evenements d'lntegration, de basse frequence, en recuperant les 

30 bacteries se multipliant a 35-37*" C sur miheu selectif. 
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Lorsque le plasmide est integre dans le chromosome, il 
presente une excellente stabilite, qui peut etre de Tordre de 99% apres 75 
generations a 37,5° C. 

Le schema suivi pour I'lntegration du plasmide par recom- 
5 bmaison homologue est iiiustre a la figure 6* 

La souche L. lactis VE 6002, contenant le plasmide pVE6002 
selon Tinvention a ete deposee a la collection nationale de I'Institut 
Pasteur, 25-28 rue du Docteur Roux, Paris, sous le numero 1-1179. 

Selon un autre de ses aspects, J 'invention a pour objet un 
1^ procede permettant I'introduction d'un gene heterologue dans une bacterie. 
Pour sa mise en oeuvre, on utilise un plasmide vecteur thermosensibie tel 
qu'il a pu . etre def ini precedemment, et comportant en outre un gene 
codant pour une proteme d'interet, sous le controle des elements 
necessaires a son expression, et qui sont connus de Thomme du metier. Le 
15 cas echeant, ce gene pourra etre porte par le transposon. On suit alors les 
etapes indiquees ci-apres. 

a) on mtroduit dans la bacterxe, par transformation ou conjugaison un 
plasmide selon ^invention, 

b) on cultive la bacterie sur milieu selectif a une temperature mferieure 
2& a la temperature d'mhibition de Torigine de replication, 

c) on eleve la temperature de culture a une temperature superieure a 
ladite temperature d'inhibition, 

d) on recupere les bacteries survivantes apres plusieurs cycles de 
multiplication, a temperature d'inhibition de la replication plasmi- 

25 dique. 

L'etape d) permet de selectionner les bacteries portant le 
marqueur du plasmide ou du transposon. 

L'invention a egalement pour objet des bacteries contenant un 
plasmide selon Tinvention, sous forme libre ou integree dans le chromo- 
some. 

De telles bacteries trouveront notamment des applications 
dans le domame de I'industrie agroalimentaire, en particulier laitiere, ou 
fromagere. 
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Dans certains des cas decrits precedemment, on souhaite 
pouvoir eliminer tout ou une partie du materiel genetique introduit dans Je 
chromosome bacterien par le procede selon Pinvention. 

Le procede de recombinaison homologue permet deux etapes : 
5 la premiere consiste a seJectionner i'evenement d'integration du plasmide, 
la seconde etape - qui est facultative - consiste a exciser du chromosome le 
repiicon et les marqueurs qui ne correspondent pas aux normes alimen- 
taires* 

Excision du repiicon : integration par recombinaison 

1^ homologue cree des duplications de chaque cote du plasmide Ts (Fig. 7a), II 
a ete montre qu'un plasmide rolling-circle, repiicatif integre dans le 
chromosome stimule fortement la recombinaison homologue entre les 
sequences avoisinantes. Lorsque le fragment chromosomique porte par le 
plasmide Ts contient un marqueur, les duplications creees par Tintegration 

15 permettent d'exciser le repiicon en laissant un gene chromosomique inactif 
(Fig- 7a). Expenmentalement, iJ s'agit de cultiver a 28^ C la souche 
contenant le plasmide integre (prealablement selectionee a 37"* C). A 
temperature permissive, la replication reprend et stimule la recombinaison 
entre les sequences repetees aboutissant a la deletion du repiicon (Fig. 7a). 

20 La presente invention a egalement pour objet un plasmide 

vecteur a replication thermosensible presentant une ou plusieurs des 
caracteristiques deja exposees, et dans lequel une region interne est 
dupliquee. Les deux sequences identiques sont placees de maniere a 
encadrer la region que Ton souhaite eliminer. Un tel plasmide est alors 

25 utilise dans un procede d'inactivation d*un gene ou d'introduction d'un gene 
heterologue par recombinaison dans le chromosome bacterien, tels que 
decrits ci-dessus. 

A l*issue de Tetape d), les bacteries survivantes sont a nouveau 
mises en culture a une temperature inferieure a la temperature d*inhibi- 

30 tion, par exemple a 28-30"* C, sur milieu non selectif. En effet, un plasmide 
repJicatif stimule fortement la recombinaison homologue entre les 
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sequences avoisinantes. La souche contenant le plasmide integre prealable- 
ment selectionnee a 35-37° C est cultivee a temperature permissive : la 
replication plasmidique reprend, stimulant la recombinaison entre les 
sequences repetees. Le replicon et les marqueurs incompatibles avec, par 
exemple, une utilisation agroaiimentaire de ce systeme, sent excises, avec 
retention eventuelle du gene modifie. La selection des bacteries ayant 
excise les marqueurs indesirables se fait apres etalement a temperature 
non-permissive. Ce mecanisme est illustre sur la figure 7b. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer Tinvention 
sans aucunement en limiter la portee. 

On se referera aux figures suivantes : 
FIGURE 1 : cinetique de perte et analyse du nombre de copies 'de 
pVE6002 selon Tinvention et de pVE6001 non Ts. L; lactis 
subsp. lactis IL 1^^03 portant le plasmide pGK12, pVE60Gl ou 
pVE6002 sont cultives a 28*' C ou 37,5*^ C. Apres differents 
temps de culture, des echantillons sont preleves pour etre 
cultives a 28** C sur des milieux selectifs et non-selectifs. 
100 colonies sont repiquees a partir du milieu non^selectif 
sur le milieu selectif (Em 5 pg/ml) pour evaluer la 
proportion de cellules contenant un plasmide dans la 
population, Les extractions d'ADN total sont faites sur les 
cultures a 28° C ou 37,5° C, sans selection, pendant 5h 30. 
FIGURE 2 : Plasmide hy bride de pGK12 et pVE6002. pVE60^3 est 
constitue du fragment Sacl-Thal, de 99* pb, de pGK12, lie 
au fragment Thal-Sacl de 338* pb de pVE6002- 
pVE60** contient la paire reciproque, le fragment Sacl-Thal 
de 99* pb de pVE6002, lie au fragment Thal-Sacl de 338* 
pb de pGK12. Les traits fins correspondent a PADN de 
pGK12 ; les traits epais pointilles, a I'ADN de pVE6002. 
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FIGURE 3 ; Localisation de la mutation Ts dans le gene RepA de 
pVE6002. Le fragment Thal-Rsal de pVE6002, contenant ie 
gene RepA a ete sequence sur les deux brins. La sequence 
montre quatre mutations aux positions 972, 977, 980, 987 
alors que le reste de la sequence ne differe pas de la 
sequence publiee pour le replicon parental pWVOl. 

FIGURE 4 : Description des derives thermosensibles. pVE6006 est 
construit par insertion du fragment PvuII de ^^5 pb de 
pBluescript SK+ dans le site Clal de pVE6002. 
pVE6007 provient d'une deletion Sacl de pVE6006, condui- 
sant a la perte du gene de resistance a rerythromycine. 
pVEfiOO^ est construit par insertion du fragment PvuII de*^^5 
pb de pBJuescript SK+ dans le fragment Clal-Hpall de 
pVE6002 depourvu de gene de resistance au chloramphenicol. 

FIGURE 5 : Comparaison des proteines analogues a Rep de PE.19^. 

FIGURE 6 : Schema du procede d'lnactivation d*un gene. 

FIGURE 7a : Schema d'un exemple d'excision du replicon Ts en deux 
etapes. 

7b : Schema de I'excision du replicon au moyen de duplications 
plasmidiques. 

FIGURE 8 : Construction des plasmides pG"^host5 et pG'^host6 a partir du 
plasmide pG"^host^ (ou pVE600^) : le plasmide pG^host5 est 
construit par insertion du fragment Ava I - Alw N 1 de pBR 
322 (qui contient Torigine de replication de pBR 322) dans le 
pG'*'host4 linearise par Nsi L 

pG'*"host6 est construit par insertion du fragment Ava 1 - Eco 
R I de pBR 322 (qui contient Torigine de replication de pBR 
322 et le gene de resistance a rampicilline) dans le 
pG'^host^ linearise par Nsi I. 

FIGURE 9 : Sequence nucJeotidique de pG^host^. 

FIGURE 10 : Sequence nucleotidique de pG^host5. 

FIGURE 1 1 : Sequence nucleotidique de pG'^hostS* 
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Exemple 1 : Preparation et caracterisation d'un plasmide vecteur 
thermosensible 

5 MATERIELS ET METHODES 

Les travaux ont ete realises au Laboratoire de Genetique 
Microbienne, Institut de Biotechnologie, INRA, 78352 Jouy-en-3osas cedex 
France. 

10 

Souches bacteriennes, plasmides et conditions de culture. 

Les plasmides et les souches bacteriennes utilisees sont 
indiques dans le tableau !• Les constructions de pVE60^3 et pVE60^(f sont- 
decntes dans la figure 2 ; les plasmides pVE600^, pEV6006 et pVE6007 sont 

15 presentes a la figure 4. pVE600^ (ou pG'^host^) est construit par insertion 
d*un fragment d'ADN PvuII de ^45 pb dans le fragment Clal-Hpall de 3340 
pb a extremite franche de Tisolat Ts original, depourvu du gene de 
resistance Cm. Le fragment PvuII de 445 pb contient un site de 
multiclonage, les promoteurs T7 et T3, et les sites pour Ml 3 - 20, T7, T3 et 

20 des amorces inverses qui permettent le sequen?age direct a partir du 
vecteur. Ce plasmide est thermosensible dans tous les hotes testes, y 
compris Chez E. coii et doit etre maintenu a 28° C. 

E. coll et Bacillus subtilis ont ete cultives en milieu LB. L. 
lactis subsp. lactis (L. lactis) est cultive sur milieu Ml 7, dans lequel on a 

25 remplace le lactose par du glucose. On a utilise respectivement du 

chloramphenicol (Cm) a 5 pg/ml pour L. lactis et B* subtilis et de 
I'erythromycine (Em) a 5 pg/ml et 0,5 pg/ml respectivement. Le Cm, 
I'azaerythromycine et Terythromycme ont ete utilises a des concentrations 
finales respectives de 15 pg/ml, 100 ^ig/ml et 150 |ig/ml pour E. coli. 

30 
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Clonage moleculaire, competence et procedure de transformation. 

Des enzymes du commerce ont ete utilisees comme indique par 
les fournisseurs. Des mini-lysats de cellules entieres et du DNA plasmidique 
^ ont ete prepares ainsi qu'il est decrit dans la litterature. L'induction de 
competence et la transformation d'E. coli et de B. subtilis ont ete 
effectuees par des procedures standards (Hanahan, 1985, ou Niaudet et al, 
1979). Les souches de L. lactis ont ete electrotransf ormees comme decrit 
par Langella et Chopin, 1989a et modifie selon la procedure de Holo et 
Nes, 1989. 



15 



20 



25 



30 
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Mutagenese des plasmides. 

La mutagenese par hydroxyJamine a ete effectuee sur I'ADN 
du plasmide pGK12 dans les conditions decrites par Thonnas, 1987. Apres 
110 et 120 minutes de traitement a 70° C, I'hydroxylamine est elimine par 
5 precipitation du DNA a I'isopropanol. 

Sequengage du DNA. 

Pour le sequengage du DNA, on a clone le fragment Thai 
(756pb)-.Rsal (1620 pb) de pVE6002, dans le plasmide pBiuescript. On 

10 ' genere une serie de clones se recouvrant, par utilisation d'exonuclease III 
et de nuclease de haricots mung (Stratagene). Le fragment Thai 
(756pb)-Ndel (ll^Opb) de la preparation du plasmide pGKi2 utilise pour la 
mutagenese est egalement sequence par la meme procedure. 

On realise le sequen^age du DNA par la methode de 

15 terminaison de chaines dideoxy sur des ADN doubles brins avec le Kit de 
sequengage Taq Dye Primer Cycle (Applied Biosystem) en utilisant un 
appareil PCR Perkin Elmer. Les reactions de sequengage sont initiees avec 
des oligonucleotides fluorescents (Applied Biosystem) et sont analysees sur 
un sequenceur automatique (sequenceur 370 A DNA, Applied Biosystem). Les 

20 sequences obtenues ont ete determinees sur les deux brins. 

RESULTATS 

Isolement du mutant. 

25 Le plasmide utilise dans ces experiences, pGK12, est un derive 

de pWVOl contenant deux marqueurs de resistance aux antibiotiques (KoK 
et al, 198^). 10 pg d'ADN plasmidique sont mutagenises in vitro par de 
rhydroxylamine et introduits par electroporation dans la souche de 
lactococcus IL1*03, apres elimination de Tagent mutagene. L'efficacite de 

30 la mutagenese est evaluee par la diminution de viabilite du plasmide et par 
I'apparition de mutants sensibles a rerythromycine ou au chloramphenicol. 

s 
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Apres 110 a 120 minutes de traitement, la viabilite du plasmide chute a 
moins de 0,1 % et environ 10 % des transformants contiennent des 
plasmides sensibles a Tun des antibiotiques. Ces conditions de mutagenese 
sont choisies pour rechercher des plasmides thermosensibles, identifies par 
^ replique des transformants obtenus a 28'' C sur un milieu contenant de 
rerythromycine incubes a 37,5° C- Deux candidats thermosensibles, 
denommes pVE6001 et pVE6002, sont obtenus par criblage d'environ 5000 
clones. Leurs nombres de copies plasmidiques sont compares, et la perte a 
37,5** C est determinee. 

10 

Caracterisation du mutant : pVE6001 est un mutant non Ts. 

Le plasmide pVE6001 est plus instable que pGK12 a 28'' C, et 
cette deficience devient plus prononcee a 37,5° C. Cependant, 7 % des 
bacteries contiennent encore le plasmide apres 8 heures de croissance non 
selective a 37,5° C, ce qui suggere qu'une replication a lieu dans les 
conditions restrictives (figure lA, gauche). 

Par rapport a pGK12, le nombre de copies de pVE6001 
apparait diminue a 28° C et 37,5^ C, avec ou sans selection (figure lA), ce 
qui pourrait expiiquer sa stabilite inferieure. II est possible que la perte du 
plasmide a des temperatures elevees, soit due a des changements 
physiologiques chez rh6te a des temperatures superieures, et non a la 
thermosensibilite du plasmide. 

Caracterisation du mutant : pVE6002 est un mutant thermosensible au 
25 dessus de 35*^ C. 

Les mesures de la stabilite du plasmide pendant la croissance 
sans antibiotique, revelent que pVE6002 est aussi stable que pGK12 a 28° C, 
mais est perdu de fagon drastique a 37,5° C (figure IB). La perte rapide de 
pVE6002 a 37,5° C suggere que la replication est bloquee immediatement 
apres le changement de temperature. Apres 8 heures de croissance, il ne 
reste qu^environ 0,1 % de cellules resistantes a rerythromycine. Les 
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nombres de copies de pGKi2 et de pVE6002 sont similaires a 28° C, avec et 
sans selection ; cependant, apres 5 heures a 37,5^ C, pVE6002 est 
jndetectable alors que le nonnbre de copies de pGK12 est a peu pres le 
meme (figure IB). On peut conclure de ces experiences que la mutation sur 
pVE6002 constitue reellement une deficience thermosensible de replication. 

La temperature minimum permettant la perte de pVE6002 a 
ete determinee. La souche IL1*03 contenant pVE6002 a ete testee pour la 
perte plasmidique pendant 8 heures de croissance non selective a 28"* C, 30° 
C, 33° C, 35*" C et 37,5° C (tableau 2). 



TABLEAU 2 : Pourcentage de cellules Em^ dans la population* 



15 Temps (Heures) Temperature de croissance 





28° C 


30° C 


33° C 


35° C 


37,5° 


0 


100 


100 


100 


100 


100 


2 


100 


100 


99 


97 


98 


^ 


100 


100 


48 


H7 


3S 


6 


100 


100 


9 


3 


4 


8 


100 


99 


5 


1 


1 



Une culture d'une nuit en M17 avec Em, de IL1*03 portant 
pVE6002 est diluee dans du milieu selectif neuf et mise a pousser 3 heures 
a 28° C. La culture est alors diluee 10.000 fois dans un milieu non-selectif 
et incubee a differentes temperatures. A des intervalles de temps vanes, 
des echantillons sont preleves et places sur Ml 7 a 28° C. Pour chaque point 
de temperature et de temps, la perte du plasmide est evaluee en repiquant 
une centaine de colonies sur des boltes de milieu selectif (Em) a 28° C. 
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On a trouve que la perte plasmidique est equivalente a 37,5® C 
et 35** C. Une perte partielJe du plasmide est deja observee a 33** C, alors 
que le plasmide etait stable a 28*" C et 30*" C. Ainsi, les cellules contenant 
pVE6002 peuvent perdre ce plasmide par elevation de la temperature a 35*" 
C ou plus. 

On a aussi introduit pVE6002 dans une autre souche de 
Lactococcus, MG1363 (Gasson, 1983), qui est distincte de IL1403 par 
comparaison des profils d^eiectrophorese en champ pulse. L'anaiyse des 
sequences indique que MG1363 est probablement une souche L. lactis subsp. 
cremoris (Godon et aJ, 1992). pVE6002 montre la meme thermosensibilite 
dans cet environnement, demontrant que le phenotype du mutant 
plasmidique n'est pas lie a la souche. 

Large specificite d'h6te et phenotype Ts de pVE6002. 

Un plasmide Ts peut etre un vehicuie de cJonage utile dans 
d'autres organismes. Ainsi le comportement thermosensible de pVE6002 a 
, ete examine chez B. subtilis et E. coli. Ces souches ont ete choisies comme 
representatives du large spectre d'hdte du replicon original pWVOl. L'ADN 
plasmidique a ete introduit dans les deux especes par transformation et 
selection a 28° C. Etant donne que B. subtilis et E. coli ont des 
temperatures de croissance maximales superieures a celles de L. lactis 
subsp., la replication de pVE6002 a ete testee a 28° C, 37^ C et 42° C- Les 
resultats montrent que pVE6002 est thermosensible chez les deux botes. 11 
est probable que pVE6002 conserve ses proprietes de thermosensibilite chez 
le large spectre d'hdtes chez lequel il peut etre etabli. 

Cartographie de la mutation Ts. 

La sequence d'ADN de pWVOl montre la presence d'une 
origme-plus et de quatre ORF. Leenhouts deduit de sa similarite avec des 
ADN plasmidiques mieux caracterises, que TORF A code pour la proteine 
de replication (RepA) responsable de la coupure d'un brin d*ADN a 
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rorigine-plus. Des homologies supplementaires suggerent que l*ORF C 
pourrait reguler l^expression de RepA. Des fonctions n^ont pas encore ete 
clairement attribuees a ORF B et ORF D, bien que Ton sache que cette 
derniere n'est pas necessaire a la replication, 

5 

Afin de localiser la mutation qui confere Ja thermosensibilite 
a pVE6002, on a construit des plasmides hybrides assoclant des parties du 
replicon therniosensibie et des parties non mutees* pVE60fr3 est constitue 
d'un fragment de pGK12 contenant l*origine-plus, ORF B et ORF C, et d'un 
fragment pVE6002 (Ts) contenant TORF A (RepA) depourvu de son 
promoteur, I'ORF D et les marqueurs de resistance a Em et Cm (on utilise 
ies sites de restriction Sacl et Thai, figure 2). Get hy bride est perdu a 
37,5° C, au meme taux que pVE6002, aiors que Phybride reciproque 
(pVE60^^) est maintenu avec la meme stabilite que pGK12 (figure 2). Ainsi, 
la mutation conferant la thermosensibilite a pVE6002 se trouve dans le 
fragment d'ADN codant pour RepA, ORF D et ies marqueurs aux 
antibiotiques. Etant donne que PORF D n'est pas indispensable et que les 
marqueurs aux antibiotiques ne sont pas candidats, on peut conclure que la 
fonction thermosensibie est la proteine RepA. 

20 

Donnees de sequengage. 

Afin de localiser la mutation Ts, on a sequence le fragment de 
86^ pb codant pour la proteine RepA de pVE6002. On a identifie quatre 
mutations, aux positions 972, 977, 980 et 987 (figure 3). On a confirme que 
la region correspondante du plasmide parental pGK12 qui a ete utilise pour 
la mutagenese est identique a la sequence publiee pour pV/VGl (Leenhouts 
et al, 1991). Les quatre mutations sont des transitions de G a A, 
correspondant a I'effet mutagene connu de J'hydroxylamine. Chaque 
changement de base a pour resultat une alteration d'un acide amine (figure 
3) dont Tune, Val en He est conservative. La contribution d'une ou plusieurs 
de ces alterations peut etre impiiquee dans le phenotype Ts. 
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Derives du plasmide Ts. 

Dans un but de clonage, des derives du plasmide Ts initial 
pVE6002 ont ete developpes (figure U). Ces derives sont nnodifies pour 
contenir soit les deux resistances aux antibiotiques {Em et Cm) soit 
5 seulement I'une (Em ou Cm) et tous ont une sequence multisite derivee du 
plasmide pBluescript SK+. 

Excision du replicon 

Des evenements de double echange reciproque ont pu etre 

IC' obtenus a partir d'un plasmide derive de pVE6002 portant une region 
d'homologje avec le chromosome bacterien interrompue par un gene de 
resistance a un antibiotique (Ab^) comma illustre sur la figure 7a. Apres 
introduction du plasmide dans la bacterie a 28° C, une premiere etape 
consiste a seiectionner les integrants dans le chromosome par culture a 37^ 

15 c sur milieu contenant I'antibiotique. La region d'homologie est dupliquee 
a la suite de Tintegration (Figure 7a). Lors d'une seconde etape, on obtient 
I'excision du replicon par incubation a 28° C pour permettre a la 
replication plasmidique de reprendre et stimuler un second evenement de 
recombinaison. Les evenements d'excision sont selectionnes par culture a 

20 370 c ; le gene chromosomique est inactive par le gene Ab^. 

Exemple 2 : Integration du plasmide thermosensible dans le 
chromosome de L. lactis 

25 Les souches bacteriennes et les plasmides utilises dans cette 

etude sont presentes au tableau 3. Les souches d*Escherichia coli sont 
cultivees dans du bouillon LB. L. lactiS est cultive et etale sur un bouillon 
M17 glucose ou sur un milieu minimum quand il est teste pour le phenotype 
iJv. L'Erythromycine (Em) est ajoute a une concentration de 5 microgram- 

30 mes/ml pour L. lactis subsp. lactis et 150 microgrammes/ml pour E- coli, la 
tetracycline est utilisee a une concentration de 12,5 microgrammes/ml pour 
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L. iactis. L'electroporation de L. iactis subsp. lactis (Appl. Env, Microbiol. 

55, 3119-3123, 1989) donne entre 10^ et 10^ transformants par micro- 

2 

gramme d'ADN plasmidique pour ILl'^OB et environ 10 transformants par 
microgramme d'ADN plasmidique avec NCD0211S, la souche ilv"^ utiiisee 
pour les experiences de remplacement du gene. E. coli est transformee par 
la methode decrite par Hanahan (1985, DNA cloning: A practical approach 
Vol 1: 109-135, IRL Press Ed Glover), 
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Tableau 3 



SOUCHE MARQIJEURS GENfinQIJES 
OU DESCRIPTION 



SOURCE 



L lactis : 
10 NCD02118 



isolat naturel 



15 



E coli 
TCI 



PLASMIDES 



supE hsdAS thi A(lac-proAB) F 
[traD36proAB+ lacK lacZAMlS] 



pG+host4 deriv6 thermosensible de pGK12, Emr 

OU 



20 pV6004 



pG+host5 frag. Nsil de pG+host4 lie au fragment 
1,46 Kb Aval-AlwNI de pBR322 Emr 

pVE7021 a produit de restriction Smal-Hindlll de 
pVE7034 pG+host5 li€ ^ un fragment EcoRV-Hindlll 
aleatoire du chromosome de HI 403 



Sambrook et al 



30 



pIL515 frag. EcoRI, ilv de 3,9 Kbde ILl 403 dans 

pBluescript, Ampr 



pVE7009 frag. EcoRI de de 3,9 Kb de pIL515 
116 k pG+host5 coupe par EcoRI 
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Tableau 3 (suite) 



pVE7009R meme construction que pVE7009, 
5 insere dans I'orientation opposee 

pVE7015 deletion Sphl-EcoRV de pVE7009R laissant un 
frag, ilv de 3362 pb 



10 pVE70I4 



deletion Styl-EcoRV de pVE7009R laissant un 
frag, ilv de 2904 pb 



pVE7010 deletion Clal de pVE7009R laissant un frag, 
ilv de 2552 bp 

pVE7016 deletion Xcml-EcoRV de pVE7009R laissant un 
frag, ilv de 1912 bp 



20 



pVE7013 deletion Aatll-EcoRV de pVE7009R laissant un 
frag, ilv de 1206 bp 



pVE7011 deletion ffindlD de pVE7009R laissant un 
frag, ilv de 497 bp 



25 PVE7012 



deletion PstI de pVE7009R laissant im 
frag, ilv de 356 bp 



30 



pVE7017 d616tion PflMI-EcoRV de pVE7009R laissant un * * 
fmg. ilv de 330 bp 

pILSOO frag. 18,5 Kb Xbal Uv de NDC02118 chromosome Godon et al 
dans pIL253 
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Tableau 3 (suite) 



pIL1202 frag. Xbal de pG+host4 contenant les extremites 
Xbal-Bglll de 1,1 Kb et EcoRI-Xbal de 2,5 Kb 
5 du frag, de 1 8,5 Kb de pIL500 lie au frag. 

BamHI de 4 Kb du gene Tet M 



pIL1261 frag. 2,3 Kb Xbal-EcoRI de pILSOO interrompu par 

un gene Tet M, BamHI de 4 Kb insere au site Bglll et lie 
10 a Xbal-EcoRI pBluescript 



PIL1263 Xbal-EcoRI pG+host4 lie au frag. Xbal-EcoRI 
de pIU261 de 6,3 Kb 



15 
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Construction des plasmides pour I 'integration 

a) construction du vecteur 

Le plasmide pG"*"host^^ (ou pVE600^) est un derive Ts de pWVOl 
5 prepare seion Texemple 1. Pour faciliter le clonage chez E. coii, le 
fragment de 1,* Kb contenant I'origine de pBR322 est insere dans 
pG'*"host*, Le plasmide pG"^host5 est construit par insertion du fragment Ava 
1 - Alw N I de pBR 322 (qui contient I'origine de replication de pBR 322) 
dans le pG**"host* linearise coupe parNsi 1. Sa structure est representee sur 
10 la figure 8. Le plasmide obtenu, appele pG'*'host5 (Appligene, Illkirch, 
France) est utilise pour tous les clonages. L'activite de I'origine de pBR322 
permet son maintien a 37^ C chez E. coli et I'origine Ts maintient pG"host5 
a 28° C dans les bacteries gram positif. 

b) clonage de fragments chromosomiques 
15 aleatoires dans pG'^host 5. 

L'ADN chromosomique de la souche IL1^03 est digere par 
EcoRV et Hindlll. Des fragments chromosomiques d'une taille comprise 
entre 0,9 Kb et 1,^ Kb, sont purifies a partir de gels d'agarose et lies avec 
pG'^host5 traite par Smal-Hindlll. Les plasmides recombinants sont etablis 

20 chez E. coii puis on les fait penetrer par electroporation dans L. lactis. 
Cette derniere est utilisee pour verifier les structures des plasmides et les 
tallies des inserts. Les resultats sont presentes dans le tableau ^ suivant. 
On utilise les enzymes de restriction Hpal (site unique dans la partie du 
vecteur) et Hindlll (site unique entre Tinsert et le vecteur) pour analyser 

25 les integrants. 
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Tableau 4 : Ipc k difF^rentes localisations sur le chromosome de L lactis 



Taille de I'insert plasmidique IPC 

(Kb) moyeiine+ SD 



10 Groupe I : 

pVE7025 1,29 3,0 ± 0,3 x 1 0-2 

PVE7034 1,05 3,8±0,5xlO-3 

pVE702 1 1,29 3,4 ± 2,6 x 10-3 

15 PVE7024 0,% 2,5 ± 1,3 X 10-3 

PVE7030 1,42 2,3 + 0,8x10-3 

PVE7028 1,46 7,2 ± 0,7 x 1 0-» 

pVE7023 1,29 6,6 ± 3,9 x 10^ 

PVE7022 1,08 5,7 ± 0,3 x ICH 

20 pVE7027 1,05 5,2 + l,3xl(H 

PVE7026 0,% 4,0 ± 0,5 x 10-» 

Groupe II : 

25 pVE7029 1,02 1,1 ±0,4x10-5 

PVE7031 0,96 9,9 ± 3,9 x IQ* 

PVE7032 1,37 8,6 ± 5,0 x 10-7 

PVE7033 1,25 3.9 + 0,9x10-7 



30 



ipc : frequence d'integrations par cellule 
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c) clonage et deletion d'un fragment d'operon ilv 

Un fragment EcoRl de 3949 bp de Poperon ilv de IL1403 (3. 
Bactenol 174, 6580-6589 (1992) est clone dans Tune ou I'autre orientation 
au site EcoRl de pG"^host5 (pour donner pVE7009 et pVE7009R). 

5 

Integration par simple crossing-over (see) dans le chromosome de L. lactis 
Des souches de Lactococcus contenant les plasmides testes 
sent cultivees une nuit a 28** C en presence d'erythromycine, puis diluees 
100 fois dans le meme milieu et cultivees a 28** C pendant 2 heures a 2 

10 heures ^fl (phase exponentielle). Les cultures sont placees a 37,5° C 
pendant 3 heures afin de diminuer le nombre de copies de plasmides par 
cellule. Les echantillons sont ensuite dilues et etales a 37*" C sur mxlieu 
Ml 7 Em afin de detecter les evenement d'integration, et a 28** C sur milieu 
• non selectif pour determiner le nombre de cellules viables. La frequence 

15 d'integration par cellule (ipc) est estimee comme etant le rapport des 
cellules Em^ a 37° C, sur le nombre de cellules viables a 28° C. Les 
integrants isoles a 37° C sont maintenus dans un milieu Ml 7 contenant Em, 
a 37,5° C pour un usage ulterieur. 

Integration par double crossing-over (dco) dans le chromosome de L« lactis 
20 Les plasmides pIL1263 et pIL1202, sont composes du vecteur 

Ts (pG'^host^, Em^) et respectivement des regions chromosomiques de 2,3 Kb 
ou 3,6 Kb, mterrompues par le gene Tet de Tnl545 (NucL Acids Res., 14, 
70(^7-7058, 1986). Une souche portant pIL1202 ou pIL1263 est cultivee une 
nuit a 37,5° C dans M17 avec Tet ou Em pour obtenir une population 
25 d^ntegrants- La culture est ensuite diluee a 1/10^ dans du milieu Ml 7 sans 
antibiotique et portee a 28° C pour stimuler la recombinaison par 
replication plasmidique. Une culture de 12 heures ou plus a 28° C donne des 
frequences maximales de remplacement du gene. Une culture d*une nuit a 
28° C est etalee a differentes concentrations cellulaires a 37° C avec ou 
30 sans selection par Tet. Les colonies dans lesquelles le remplacement du 
gene s'est produit ont un phenotype Tet'^ et Em sensible (Em^). 
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L*ADN chromosomique est prepare seJon des methodes connues (Gruss et al, 
1988) 

L*ADN purifie est traite par des enzymes de restriction, separe 
par eJectrophorese en gel d'agarose et anaJyse par hybridation de Southern 
5 avec des sondes d'ADN pour detecter les recombinaisons homoiogues 
(Sambrook et al, 1989). 

Resuitats 

1) Integration par simple crossing-over 
10 Le clonage des fragments chromosomiques de L. lactis dans 

pG"*"host5 Chez E. coli permet d'isoler 1^ plasmides differents contenant 
chacun une insertion chromosomique distincte, de 0,9 Kb a 1,^ Kb, Ces 
plasmides etablis dans IL1^03 a 28° C, servent a mesurer les frequences 

d*integration dans le chromosome de L. lactis. La frequence dMntegration 

2 7 + 

15 par cellule est comprise entre 10" et 10* . L'ipc d*un vecteur pG'*^host5 

sans insert chromosomique est compris entre 10"^ et 10"^, Les plasmides 

portant les inserts chromosomiques peuvent etre classes en deux groupes en 

fonction de leur frequence d'integratlon. Dans le groupe I, i'lpc varie entre 

3.10 et ^.10 . Ces variations doivent etre dues a la localisation ou a la 

20 nature de Tinsert plutot qu^a sa taiile- Dans le groupe II, l*ipc du plasmide 

-5 -7 

est comprise entre 10 et 3.10 . Ceci est probablement dO a Tinter- 
ruptjon d*un gene chromosomique essentiel, qui ne permet d'observer que 
les integrations non homoiogues. Seuls deux de ces plasmides (pVE7028 et 
pVE7034) produisent des molecules de hauts poids moleculaires (HM>X). 

25 L'analyse de TADN chromosomique obtenu a partir des souches integrantes 
maintenues a 37° C, par restriction enzymatique et hybridation de Southern 
en utilisant le plasmide pG'''host5 comme sonde, indique une integration 
simple et multi-tandems dans le cas de huit plasmides et une integration 
par copies multiples dans le cas de deux plasmides. La digestion par Hindlll 

30 de TADN des integrants confirme que Tintegration se produit par simple 
crossing-over. Chaque plasmide contient un seul site Hmdlll a la jonction 
vecteur-insert, et la digestion doit liberer une bande unique d'ADN de 
taille plasmidique. 
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L*hybridation de Southern de I'ADN total non digere ne revele pas de 
plasmide libre dans aucun des plasmides du groupe I, ce qui indique que la 
copie du plasmide est integree. Une analyse similaire des plasmides 
pVE7028 et pVE7034 confirme que ces plasmides sont egalement integres 
par simple crossing-over. L'utilisation d'Hpal, qui reconnait un site unique a 
I'interieur du vecteur, permet de determiner que chaque plasmide est 
integre a une position distincte. 

Les quatre plasmides du groupe II (faible frequence d*inte- 
gration) , paraissent etre integres au hasard, car la digestion par Hindlll ne 
libere pas une bande monomerique de plasmide, et la digestion par Hpal de 
trois integrants du meme plasmide ne donne pas le meme profil sur le gel. 
La carte de restriction du chromosome de L. lactis developpe pour Smal et 
Apal permet de localiser ies sites d'lntegration des plasmides par simple 
crossing-over sur la carte chromosomique. Chaque integrant est present sur 
un segment different. L'ensemble de ces resultats indique que les insertions 
chromosomiques sont positionnees de fagon aleatoire sur le chromosome, 
excluant ainsi tout biais dans la procedure. 

La frequence d'lntegration depend de la longueur de 

rhomologie. 

Un segment de 3,9 Kb de I'operon ilv de IL1^93 sequence, est 
clone dans pG'^'hostS, et un ensemble de deletions du fragment est genere 
sur le meme vecteur. Alors que des plasmides portant I'insert total de 3,9 
Kb dans I'une des deux orientations (pVE7009 et pVE7009R) presentenr une 
certame instabilite srructurelle dans L. lactis, les huit derives par deletion 
de pVE7009R sont stables. Ces clones sont utilises pour etudier la relation 
enrre la longueur de Thomologie et la frequence d'lntegration. II existe une 
relation logarithmique entre la frequence d'integration et la longueur 
d'homologie pour des longueurs comprises entre 0,35 et 2,5 Kb. Pour des 
fragments de plus de 2,5 Kb, les frequences de recombinaison paraissent 
attemdre un plateau, car les ipc des segments homologues de 2,5, 3,3 et 3,9 
Kb ne sont pas significativement differents. Les facteurs autres que la 
longueur apparaissent aussi etre importants. L'analyse par des enzymes de 
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rectriction qui reconnaissent un site unique soit dans le vecteur, soit dans 
I'insert, soit dans la jonction vecteur-insert, confirnne que J'integration se 
produit par recombinaison honnologue par simple crossing-over. Pour chaque 
plasmide utilise, des integrations multicopies du plasmide se produisent. 
Ces resultats montrent que pG'*"host fournit un moyen d'integration efficace 
par simple crossing-over s' il porte des segments homologues aussi petits 
que 330 paires de bases. 

2) integration par double crossing--over 

Dans le systeme par simple crossing-over (sco) decrit ci-dessus, 
le plasmide integre est flanque de sequences repetees. Aussi, quand les 
souches integrantes, generees a 37** C, sont placees a 28^ C, la replication 
du plasmide stimule fortement un second evenement de recombinaisort, Cet 
evenement a pour consequence une haute frequence d'exision du replicon, 
conduisant soit a la structure parentale, soit a la structure chromosomique 
dec (double crossing-over). 

Une souche faiblement transformable de L. lactis, NCD0211S, 
qui est prototrophe pour les aminos acides ramifies (Uv, Leu, Val) et dans 
iaquelle aucune modification genetique n'etait realisable jusqu'a present, 
est utilisee. Deux derives de pG'^host^ qui portent un segment chromoso- 
mique soit contigu, soit non contigu sont utilises. pIL1263 contient un 
fragment chromosomique de 2,3 Kb, en amont de I'operon ilv, interrompu 
par un segment d'ADN de U Kb contenant un marqueur de resistance a la 
tetracycline (Tet"^). La susbtitution du gene doit conduire a Tinsertion du 
marqueur Tet'^ dans le chromosome et laisser Toperon ilv*^ intact. Le 
plasmide pIL1202 contient des segments non contigus de 1,1 Kb et 2,5 Kb, 
correspondant aux extremites d'une region de 18,5 Kb, incluant I'operon ilv, 
relie par le marqueur Tet'' de U Kb. Le remplacement du gene doit conduire 
a une deletion du chromosome de 14,9 Kb incluant I'operon ilv et donnant 
un phenotype ilv". 
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Selection du gene de remplacement : une souche con tenant soit pIL1202 
soit pIL1263 est cultivee dans des conditions indiquees ci-dessus, en 
utilisant Tet comme marqueur de selection. Dans des experiences 
independantes avec pIL1263, 69% et 98% des colonies Tet*^ etaient Em^ ; 
^ avec pIL1202 50% et 91% des colonies Tet*^ sont Em^ Dans les cultures de 
contrdle maintenues a 37** C pendant la meme periode, toutes les colonies 
Tet^ sont egalement Em*'. Ce resultat indique que la replication dans les 
plasmides rc (a replication circulaire) stimule Texcision a partir du 
chromosome. Cinq colonies Em^ obtenues par integration de pIL 11202 sont 
cultivees sur milieu minimum depourvu d'aminos acides ramifies et sont 
ilv", ce qui confirme que la recombinaison a eu lieu. La structure de la 
region chromosomique correspondante des cinq isoiats Tet^ Em^ est etudiee 
par hybridation de Southern, qui confirme le remplacement du gene dans 
tous les cas. 

Pas de selection : un protocole identique a ere utilise sans selection par 
Tet, afin de se placer dans le cas ou le fragment chromosomique porte par 
le plasmide n*a pas de marqueur de selection. Dans trois experiences 
utilisant pIL1263 (insertion de gene), 10% a ^0% des colonies obtenues a 
37° C sans selection sont Tet^ Em^, ce qui indique qu*un evenement de 
2^ remplacement du gene a eu lieu. Pour plL1202 (deletion du chromosome) 
1% a 7% des colonies sont Tet^ Em^, ce qui indique un remplacement du 
gene ; parmi les quatre colonies Tet** Em^ testees, toutes sont ilv". 
L'analyse de la structure chromosomique des quatre integrants par dco de 
chaque type confirme que le remplacement se produit sans selection d'un 
nouveau fragment msere. Ces resultats demontrent la faisabiiite du 
remplacement de gene sans laisser un marqueur antibiotique dans le 
chromosome. Ce protocole est done adapte pour la modification chromo- 
somique sans utilisation de marqueurs de selection. 
Utilisation du pC'^host dans d'autres bacteries gram positif 

L'efficacite de recombinaison mtermoleculaire dans douze 
localisations differentes du chromosome de B. subtilis a ete determmee en 
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transformant des cellules competantes par un plasmide non replicatif (J. 
Bacteriol. 174, 5593-5587, 1992). Dans ces experiences, le segment 
homoJogue est invariant (insertion d'un fragment de pBR322). Les 
efficacites varient d'environ trois fois en fonction de la position de 
^ I'lntegration. En utilisant le systeme pG*^host sco plutot que le vecteur non 
replicatif, des experiences de recombinaison identique peuvent etre 
effectuees sur les deux souches de B. subtilis avec les differences d*un 
ordre de trois dans les frequences d'integration. pG'*'host5 portant le 
fragment de 1,4 Kb de pBR322 est introduit dans les souches de B- subtihs 
d'interet. En utilisant la procedure sco decrite ci-dessus, la frequence 
dWnxegration varie entre 1,8 ± 0,6.10'^ et 6,1 0,9.10*^. Les memes 
variations de trois fois sont observees entre les deux differentes 
localisations que celles obtenues avec le systeme non replicatif. Ce resultat 
demontre Tefficacite du systeme. 

15 

Exemple 3 : Modification genetique d'organismes non-transformables 

Des organismes d'interet industriel tels que certains iactoba- 
cilles ne sont actuellement pas transformables, il est cependant possible d'y 
introduire des plasmides par conjugaison. Le locus de mobilisation oriT du 
plasmide pIP501 a ete caracterise. pIP501 est autotransferable dans 
certains de ces lactobaciUes. 

Ce fragment oriT a ete clone dans le plasmide Ts (pl-^smide 
TsroriT) ; sa capacite a etre mobilise en presence d'un plasmide "helper" 
(derive de pIP501) qui fournit les proteines de transfert en trans a ete 
testee. Plusieurs croisements intra- ou inter-especes ont ete realises avec 
succes (Tableau 5) ; avec les exconjugants qui ne contiennent que le 
plasmide Ts:oriT, le procede a venir d'integration par recombinaison est 
applicable. On peut done introduire des informations genetiques dans le 
chromosome de Lactobacillus bulgaricus espece non-transformable de plus 
en plus utilisee par Tindustrie laitiere. 
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La finalite du precede d 'integration par recombinaison est la 
modification des caracteres genetiques de souches bacteriennes, cela 
suppose que Jes proprietes a modififier soient caracterises au niveau 
moleculaire. Le developpement d'un systeme de transposition fonctionnel 
(combinaison du plasmide Ts d'un transposon) contituerait un apport 
appreciable en tant qu'outil genetique pour I'analyse de L. lactis. 
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Tabeau 5 : FRECaJENCE DE CONJUGAISON AVEC LE PLASMIDE TSroriT 

5 





"^--...Donneuse 


L lactis IL1403/pHelper/pTs:oriT 






Receveuse ^**'^'"n.*„^^ 




10 








L. lactis 


5.10-3 exc/don * 




IL1403 strr 






E faecalis 


10-5 exc/don 


15 


IL1885 strr 






L bulgaricus 


3.10-5 exc/don 




IL1687 strr 




20 


S. sanguis 


3.10-7 exc/don 




IL1474 strr 





* exc/don : Nombre d'exconjugants contenant le Ts:oriT par cellule 
25 donneuse 
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Exempie ^ : utilisation d'un plasmide thermosensible comme vecteur 
d'un transposon 

Une cassette de transposition TnlO clonee dans un derive de 
pVE600^ est utilisee pour un test de transposition. Environ 1% des cellules 
5 sont Em a 37^ C, ce qui indique que le transposon ou le plasmide est 
mtegre dans le chromosome, L'integration non specifique du plasmide sans 
la cassette de transposition se produit a des frequences inferieures a 10" . 
La transposition est estimee par analyse de I'ADN digere par Hindlll a 
partir de huit colonies. Hindlll a deux sites de restriction dans le plasmide, 

10 mais aucun dans l*unite transposable. L*ADN chromosomique est extrait de 
hujt clones thermoresistants Em^ et digere avec Hindlll ; TADN traite est 
ensuite separe par electrophorese en gel d^agarose et hybride avec un 
fragment d'ADN contenant le transposon Em^ comme sonde. Dans ces 
conditions, ^integration du vecteur entier (c'est-a-dire sans transposition) 

15 conduirait a une bande d'hybridation de 1,3 Kb, qui n'est pas observee ici. 
Chaque echantillon chromosomique donne un profil unique quand le 
fragment d'ADN contenant le transposon est utilise comme sonde. Aucune 
des bandes hybridees n'a une taille de 1,3 Kb, qui serait attendue si le 
plasmide entier etait mtegre dans un site du vecteur. En outre, on 

20 n*observe pas d'hybridation quand le plasmide vecteur Ts est utilise comme 
sonde. Ces resultats mdiquent que la transposition a lieu a differents sites 
et que TADN plasmidique ne s'lntegre pas dans le chromosome avec le 
transposon, Le plasmide thermosensible peut done etre utilise comme 
vecteur de livraison. 

25 
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LEGENDE PES FIGURES 

FIGURE 4 : 

3 Unique sites : 

Acd Kpn\ 
BamHi NoA 

Bsva Psn 

Draw Sah 
E^i SadI 
10 EcoRi Sma\ 

EcoFN Spe\ 
. HintAW Xba\ 

XhtA 
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FIGURE 6 : 



SYmbQtes : 

r^''"'^ I : g^n« chromosomiqu* actif 
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: r^ion tfhomologi* entre le plasmid* tt !• ehromosofn* 
^ : rteistwic* A un antibiotiqu* 
> : ' : dvtotm«nt dt recombinaison 

FIGURE 7A : 

I \'M M : g^ne chrotnosomique actif 
{ I : rdgions d'homologie entre ie piasmide et l0 chromosome 

Tet^ :r6sistanca&lat6tracydine (d'autres marqueurs pauvent 
Em"" '.rdsistanceil'dfythromycine dtre utillsds) 

*^ ' : dvdnement de racombinaison 
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LEGENDE PES FIGURES 

FIGURE 7B : 

5 

symboies : 
I mm I : gdne chromosomique actif 

1 G 

S : region tfhomoiogit ontre ie piasmida et l« chromosome 

wm^ : duplication plasmidiqu* 
Ab*^ : rteistanca ^ un amibiotiqu* 
: dvdnoment da racombinaison 
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REVENDICATIONS 

1. Plasmide vecteur bacterien du type comportant une origine 
de replication efficace dans les bacteries gram positives, caracterise en ce 

5 qu*il connporte au moins : 

- un gene nnarqueur qui s*exprime dans une souche h6te bacterienne, 

- un systeme de replication efficace qui est thermosensible a partir d'une 
temperature compatible avec la vjabiiite de la souche h6te, 

et en ce que la tennperature d'inhibition de replication est inferieure ou 
10 egale a environ 37^ C. 

2. Plasmide selon la revendication J, caracterise en ce qu'il 
possede un systeme de replication efficace dans les bacteries choisies dans 
le groupe comprenant : Bacillus, Enteroccocus, Lactobacillus, Lactococcus,. 
Streptococcus, Listeria, Pediococcus, Staphylococcus, Clostridia, Leuconos- 

15 toe, E. coll. 

3. Plasmide vecteur selon Tune des revendications 1 et 2, 
caracterise en ce qu'iJ comporte en outre au moins une sequence d'ADN 
homologue avec une sequence d'ADN chromosomique, afin de permettre une 
recombinaison. 

^* Plasmide vecteur selon la revendication 3, caracterise en ce 
que le gene marqueur est situe de fagon a etre integre dans le chromosome 
en cas de recombinaison. 

5. Plasmide vecteur selon Tune des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce que le gene marqueur assure une resistance a un compose 

25 chimique ou est un gene permettant la complementation d'une auxotrophic. 

6. Plasmide vecteur selon Tune des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le systeme de replication thermosensible est inhibe 
au-dessus d'environ 35 ^ C. 

7. Plasmide vecteur selon I'une des revendications 1 a 6, 
30 caracterise en ce que le plasmide comporte un locus de mobilisation 

permettant la conjugaison. 

8. Plasmide vecteur selon Tune des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce qu'il comporte deux sequences identiques repetees, 
encadrant une sequence du plasmide. 
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9. Plasmide vecteur selon Tune des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que le systeme de replication est celui porte par le plus 
grand fragment Clal du plasmide pWVOl, presentant au moins une mutation 
dans la region Thal-Rsal. 
5 10. Plasmide selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il 

presente au moins une mutation dans la region correspondant a Rep A du 
plasmide pWVOl. 

11. Plasmide selon I'une des revendications 9 et 10, 
caracterise en ce que, par rapport a la sequence de pWVOl, il presente au 

10 moins une mutation dans Pune des positions suivantes : 972, 977, 980, 987. 

12. Plasmide selon I'une des revendications Sail, caracterise 
en ce que le fragment correspondant au systeme de replication code pour 
une proteine presentant les mutations representees sur la figure 3- 

13. Plasmide selon I'une des revendications 1 a 12, caracterise 
15 en ce qu*il comporte une des sequences representees sur la figure 9, 10 ou 

11, ou une sequence presentant au moins 80% d'homologie avec ces 
sequences. 

14. Plasmide selon Tune des revendications 9 a 13, caracterise 
en ce qu'il est replicatif a 28** C, et non-replicatif a une temperature 

20 superieure a environ 35"* C. 

15. Plasmide selon I'une des revendications 7 a 14, caracterise 
en ce que le locus de mobilisation est le locus ori T, extrait d'un plasmide 
de bacterie a gram positif. 

16. Plasmide selon l*une des revendications 7 a 17, caracterise 
25 en ce qu*il comporte en outre un replicon actif chez E. coli, qui en fait un 

plasmide navette gram-negatif, gram-positif. 

17. Plasmide selon J'une des revendications 1 a 16, caracterise 
en ce qu'il porte un transposon. 

18. Plasmide selon Tune des revendications 1 a 17, caracterise 
30 en ce qu'il comporte en outre un gene codant pour une proteine d'lnteret, 

sous le contr6ie des elements necessaires a son expression. 
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19. Bacterie caracterisee en ce qu*elJe contient un plasmide 
seJon Vune des revendications 1 a 18, sous forme libre ou integre dans son 
chromosome. 

20. Procede d'lnactivatjon d'un gene present dans le 
5 chromosome d'une bacterie, caracterise en ce que : 

a) on introduit dans la bacterie, par transformation, le plasmide selon Tune 
des revendications 1 a 6, 8 a 14, 16, 17 ou 18. 

b) on cultive la bacterie sur milieu selectif a une temperature inferieure a 
la temperature d'lnhibjtion de I'origine de replication, 

10 c)on eleve la temperature de culture a une temperature superieure a ladite 
temperature d 'inhibition, 
d)on recupere les bacteries survivantes apres plusieurs cycles de multipli- 
cation. 

21. Procede d*inactivation d'un gene dans une bacterie, 
15 caracterise en ce que : 

a) on introduit dans la bacterie, par conjugaison, un plasmide selon Tune des 
revendications 7 a 18, 

b) on cultive la bacterie sur milieu selectif a une temperature inferieure a 
la temperature d'inhibition de Torigine de replication, 

20 c)on eleve la temperature de culture a une temperature superieure a ladite 
temperature d'inhibition, 
d)on recupere les bacteries survivantes apres plusieurs cycles de multipli* 
cation. 

22. Procede d'introduction d'un gene heterologue dans une 
25 . bacterie, caracterise en ce que : 

a) on introduit dans la bacterie, par transformation ou conjugaison un 
plasmide selon la revendication IS, 

b) on cultive la bacterie sur milieu selectif a une temperature inferieure a 
la temperature d'inhibition de Tongine de replication. 

30 c)on eleve la temperature de culture a une temperature superieure a ladite 
temperature d*inhibition, 
d)on recupere les bacteries survivantes apres plusieurs cycles de multipli- 
cation. 

35 
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23. Precede selon I'une des revendications 20 a 22, caracterise 
en ce que ies bacteries survivantes obtenues a I'issue de I'etape d), sont a 
nouveau mises en culture a une temperature inferieure a la temperature 
d'lnhibition de I'origine de replication, sur milieu non selectif. 

24. Precede selon I'une des revendications 20 a 23, caracterise 
en ce que I'etape b) est realisee a une temperature d'environ 28''C. 



15 



20 



25 



30 
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1620 



Ser Ser Asp Val lie Arg 

WT : TAG TAG TGA TGT TAT ACQ 
^ . TAA TAG TAA TAT TAT ACA 

Asn Ser Asn lie lie Gin 
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FIGURE 6 



Integration dans le chromosome du plasmide Ts 
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Le gkrm est inactive par le plasmide int6gr6 
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FIGURE 7A 

EXEMPLE D'EXCISION DU REPLICON TS 



28°C 
piasmide 
chromosome 




37°C 
chromosome 



Tet' 



selection des int^rants 
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excision du r^piicon par incubation ^ 28^C 
selection des dv6nements d'excision k 37"C 
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ctiromosome 



Tet 



La gdna est inactive par Tef et le rdplicon est excise 
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FIGURE 7B 

EXCISION DU REPLICON AU MOYEN 
DE DUPLICATIONS PLASMIDIQUES 
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pghOSt4,seq longueur : 3792 



1 


CGATTCACAA 


AAAATAGGCA 


CACGAAAAAC 


AAGTTAA6GG 


ATGCAGTTTA 


51 


TGCATCCCTT 


AACTTACTTA 


TTAAATAATT 


TATAGCTATT 


GAAAAGAGAT 


101 


iWGAATTGTT 


CAAAGCTAAT 


ATTGTTTAAA 


TCGTCAATTC 


CTGCATGTTT 


151 


TAAGGAATTG 


TTAAATTGAT 


TTTTTGTAAA 


TATTTTCTTG 


TATTCTTTGT 


201 


TAACCCATTT 


CATAACGAAA 


TAATTATACT 


TTTGTTTATC 


TTTGTGTGAT 


251 


ATTCTTGATT 


TTTTTCTACT 


TAATCTGATA 


AGTGAGCTAT 


TCACTTTAGG 


301 


TTTAGGATGA 


AAATATTCTC 


TTGGAACCAT 


AC77AATATA 


GAAATATCAA 


351 


CTTCTGCCAT 


TAAAAGTAAT 


GCCAATGAGC 


GTTTTGTATT 


TAATAATCTT 


401 


TTAGCAAACC 


CSlATa'CCAC 


GAT7AAATAA 


ATCTCATTAG 


CTATACTATC 


151 


AAAAACAATT 


TTGCGTATTA 


TATCCGTACT 


TATGTTATAA 


GGTATATTAC 


501 


CATATATTTT 


A7AGGATTG6 


TTTTTAGGAA 


ATTTAAACTG 


CAATATATCC 


551 


TTGTTTAAAA 


CTTGGAAATT 


ATCGTGATCA 


ACAAGTTTAT 


TTTCTGTAGT 


601 


TTTGCATAAT 


TTATGGTCTA 


TTTCAATGGC 


AGTTACGAAA 


TTACACCTCT 


651 


TTACTAATIC 


AAGG6TAAAA 


TGGCCTTTTC 


CTGAGCCGAT 


TTCAAAGATA 


701 


TTATCATGVT 


CATTTAATCT 


TATATTTGTC 


ATTATTTTAT 


CTATATTATG 


751 


TTTl'GAAGTA 


ATAAAGTTTT 


GACTGTGTTT 


TATATTTTTC 


rCGTTCATTA 


801 


TAACCCTCTT 


TAATTTGGTT 


ATATGAATTT 


TGCTTATTAA 


CGATTCATTA 


851 


TAACCACTTA 


TTTTTTGTTT 


GGTTGATAAT 


GAACTGTGCT 


GA77ACAAAA 


901 


ATACTAAAAA 


TGCCCATATT 


TTTTCCTCCT 


TAl'AAAATTA 


G7A7AA7TAT 


951 


AGCAC6AGCT 


CTGATAAATA 


TGAACATGAT 


GA67GATCGT 


7AAA777A7A 


1001 


CTGCAASCGG 


AT6CGATTAT 


TGAATAAAA6 


ATATGAGAGA 


TTTA7C7AA7 


1051 


TTC7TTTTTC 


TTGTAAAAAA A6AAA6TTCT TAAA6GTTTT ATAGTTTTGG 


1101 


TCGTAGAGCA 


CACGGTTTAA 


CGACTTAATT 


ACGAAGTAAA 


TAAG7C7AG7 


1151 


GTGTTAGACT 


TTATGAAATC 


TATATACGTl* 


TATATATATT 


7ATTATCGCA 


1201 


TTTTTTATTA AAACGTCTCA AAATCGTTTC TGAGACQTTT TAGCGTTTAT 


1253 


TTCGTTTAGT 


TATCGGCATA 


ATCGTTAAAA 


CA0GC6TTAT 


CGTAGCGTAA 


1301 


AAGCCCTTGA 


GCGTAGCGTG 


GCTTTGCAGC 


GAAGATGTTG 


TCT677AGAT 


1351 


TATGAAA6CC GATGACTGAA TGAAATAATA AGCGCA6CGC CCTTC7ATTT 
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1401 


CGGTTGGAGQ 


AGGC7CAAGG 


GAGTATGAGG 


GAATGAAATT 


CCC7CA7GGG 


1451 


TTTGATTTTA AAAATTGCTT 


GCAATTTTGC 


CGAGCGGTAG 


CGCTGGAAAA 


1501 


TTTTTGAAAA 


AAATTTGGAA 


TTTGGAAAAA 


AATGGGGGGA 


AAGGAAGCGA 


1551 


ATTTTGCTTC 


CGTACTACGA 


CCCCCCATTA 


AGTGCCGAGT 


GCCAATT7T7 


1601 


GTGCCAAAAA 


CGCTCTATCC 


CAACTGGCTC 


AAGGGTTTAA 


GGGG77777C 


1651 


AATCGCCAAC 


GAATCGCCAA 


CGTTTTCGCC 


AACGTTTTTT 


A7AAATC7AT 


1701 


ATTTAAGTAG 


CTTTATTGTT 


GTTTTTAT6A 


TTACAAAGTG 


A7ACAC7AAC 


1751 


TTTATAAAAT 


TATTTGATTG 


GAGTTTTTTA 


AATGGTGATT 


7CAGAATCGA 


1801 


AAAAAAGAGT 


TATGATTTCT 


CTGACAAAA6 


AGCAA6ATAA 


AAAATTAACA 


1851 


GATATGGCGA 


AACAAAAAGG 


TTTTTCAAAA 


TCTGCGGTTG 


CGGCGTTAGC 


1901 


TATAGAAGAA 


TATGCAAGAA 


AGGAATCAGA 


ACAAAAAAAA 


TAAGCGAAAG 


1951 


CTCGCGTTTT 


TAGAAGGATA 


CGACTTTTCG 


CTACTTGTTT 


TTGATAAGG7 


2001 


AATTATATCA 


TGGCTATTAA 


AAATACTAAA 


GCTAGAAATT 


T7GGAT7TT7 


2051 


ATTATATCCT 


GACTCAATTC 


CTAATGATTG 


GAAA6AAAAA 


T7A6A6AG7T 


2101 


TGG6CG7ATC 


TATGGCTGTC 


AGTCCTTTAC 


ACGAYATGGA 


CGAAAAAAAA 


2151 


GATAAAQATA 


CATGGAATAA 


TAGTAATATT 


ATACAAAAT6 


GAAAGCAC7A 


2201 


TAAAAAACCA 


CACTATCACG 


TTATATATAT 


TGCACGAAAT 


CC7GTAACAA 


2251 


TAGAAAGCGT 


TAGGAACAAG 


ATTAAGCGAA 


AATTGGGGAA 


7AG77CAGT7 


2301 


GCTCATGTT6 


AGATACTTGA 


TTATATCAAA 


G6TTCA7AT6 


AATA7TTGAC 


2351 


TCATGAATCA AAGGACGCTA 


TTGCTAAGAA 


TAAACATATA 


TACGACAAAA 


2401 


AA6ATATTTT 


6AACATTAAT 


GATTTTGATA 


TTGACCGCTA 


7ATAACAC77 


2451 


GATGAAAGCC 


AAAAAAGAGA 


ATTGAAGAAT 


TTACTTTTA6 


ATA7AG7GGA 


2501 


TGACTATAAT 


TTGGTAAATA 


CAAAAGATTT 


AATGGCTTTT 


A77CGCCT7A 


2551 


GGGGAGC6GA 


GTTTGGAATT 


TTAAATAC6A 


A7GATGTAAA 


AGA7A77G77 


2601 


TCAACAAACT 


CTA6CGCCTT 


TAGATTAT66 


TTl'GAGGGCA 


A7TATCAG7G 


2651 


TGGATATA6A 


GCAAGTTAT6 


CAAAGGTTCT 


7GATGCT6AA 


ACGGGG6AAA 


2701 


TAAAATCACA AACAAAGAAA 


AAGAGTTATt 


T6CTQAAAAT 


GA6GAA77AA 


2751 


TkAAAAGAAAT 


TAAGGAC7TA 


AAAGAGCGTA 


7T6AAAGATA 


CAGAGAAA7G 


2B01 


GAAGTTGAAT 


TAAGTACAAC 


AATAGATTTA 


77GAGA66A6 


GGA77A7TGA 



te) 
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2851 






GAa^GTf*PAli 


uuuVjvl I TTT 


ATTTTGGTTT 


2901 






T ^ r* Ji A T K 


AiAAAWiWWWV 


TGATCTTCCT 


2951 




ACCATCTGTG 


wV«JVUl ^WSJlA 


A i O i C i^UV9 i W 


AACTTTCCGA 


3001 


r T G A.GAJVA 


CTTCTGGAAT 


GGGTAGAGAH 

NmtUIw i ikO#»OAA 


TTTr'TPPR 1\ T 


(^obATTCAvjQ 


3051 






1. rv i r\ 1 AO i djo 


Ai UTVjTuAaA 


ACvjCATACCA 


3101 


TTTTGAACGA 




* AAA JL O i 1 AA 


T P A T T r* r» 


T ACG TAT T T A 


3151 
^ ^ ^ A 




C TACT ATT AG 






GwGCATTAAC 


3201 


GGAATAAAGG 


GTGTGCTTAA 






AAbiWWWiAVjG 


3251 


ATTAATTATG 


AGCGAATTGA 


ATTAATAATA 


AGGTAATAGA 


TTTAPATTAG 

A X XAWAX aAU 


3301 


AAAATGAAAS 


GGQATTT7A7 


GCG7GAGAAT 


GTTACAGTC7 


A7CCC7GGCG 


3351 


AAAGGGGGAT 


GTGCTGCAAG 


GCGATTAAGT 


7GGGTAACGC 


CAGGG7TT7C 


3401 


CCAG7CACGA 


CG7TGTAAAA 


CGACGGCCAG 


7GAGCGCGCG 


TAA7ACGAC7 


3451 


CACTATAGGG 


CGAA77GGGT 


ACCGGGCCCC 


CCCTCGAG67 


CGACGGTA7C 


3501 


GATAAGCTTG 


ATATCGAA77 


CC7GCAGCCC 


GGGGGATCCA 


CTAG7TCTAG 


3551 


AGCGSCCGCC 


ACCGCGGTGG 


AGC7CCAGCT 


TTTGTTCCCT 


77AG7GAGGG 


3601 


TTAATTGCGC 


GC7TGGCG7A 


ATCA7GG7CA 


TAGCTG7TTC 


C7G7G7GAAA 


3651 


TTGTTATCCG 


C7CACAA77C 


CACACAACA7 


ACGAGCCGGA 


AGCA7AAAG7 


3701 


GTAAAGCC7G 


GGG7GCC7AA 


7GA67GAGCT 


AACTCACA77 


AA77GCG77G 


3751 


CGCTCAC76C 


CCGCTTTCCA 


GTC6GGAAAC 


CT6TCG7QCC 


AS 



Fig. 9 (suite) 
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pghOStS.aeq longueur : 5284 
Length: 5234 

1 AGGCACACGA AAAACAAGTT AAGGGATGCA GTTTA 

>8eqed 

Cinclus) de : pbr322,6oq check: 5483 a partir d€:1426 a 



2886> 











TCGGG 


CAGCG77GGG 


51 


TCCTGGCCAC 


GGGTGCGCAT 


GATCGTGCTC 


CTGTCGTTGA 


GGACCCGGC7 


101 


AGGCTGGCGG 


GGTTGCCTTA 


C7GGTTAGCA 6AATGAATCA 


CCGA7ACGCG 


151 


AGCGAACGTG 


AAGCGACTGC 


TGCTGCAAAA CGTCTGCGAC 


C7GAGCAACA 


201 


ACATGAATGG 


TCTTCGGTTT 


CCGTGTTTCG 


TAAAGTCTG6 


AAACGCGGAA 


251 


GTCAGCGCCC 


TGCACCATTA 


TGTTCCGGAT 


C7GCATCGCA 


GGA7GC7GC7 


303 


GGCTACCCTG 


TGGAACACCT 


ACATCTGl'AT 


TAACGAAGC6 


C7GGCATTGA 


351 


CCCTGAGTGA 


TTTTTCTCTG 


GTCCCGCCGC 


ATCCATACCG 


CCAG77GT7T 


401 


ACCCTCACAA 


CGTTCCA6TA ACCGGGCATG 


TTCATCATCA 


G7AACCCG7A 


451 


TCGT6AQCAT 


CCTCTCTCGT 


TTCATCGGTA TCATTACCCC 


CA7GAACAGA 


501 


AATCCCCCTT 


ACACG6AGGC 


ATCAGT6ACC 


AAACA66AAA 


AAACC6CCC7 


551 


TAACAT6SCC 


CGCTTTATCA 


GAAGCCAGAC 


ATTAAC6CTT 


C7GGAGAAAC 


601 


TCAACGAGCT 


GGACGCGSAT 


GAACAGGCAG 


ACATC7GTGA 


A7CGCTTCAC 


651 


GACCACGCTG 


ATGAGCTTTA 


CCGCAGC7GC 


C7CGCGCG77 


TCGG7GATGA 


701 


CGGT6AAAAC 


CTCTGACACA 


TGCAGCTCCC 


GGAGAC6G7C 


ACAGC7TGTC 


751 


TGTAAGCG6A 


T6CCGGGAGC 


AGACAAGCCC 


G7CAGGGCGC 


G7CAGCGGGT 


801 


GTTG6CG6QT 


GTCGGGGCGC 


AGCCATGACC 


CAGTCAC6TA 


GCGA7AGCGG 


851 


A67QTXTACT 


GGCTTAACTA 


TGCGGCATCA 


GAGCAGATTG 


TAC7GAGAGT 


901 


GCACCATAT6 


CGGTGTGAAA 


TACCGCACAG 


ATGC6TAAGG 


AGAAAATACC 


951 


GCATCAGGCG 


CTCTTCCGCT 


TCCTCGCTCA 


C7GACTCGC7 


GCGCTCGGTC 


1001 


GTTC66CTGC 


GGCGAGCGGT 


ATCA6CTCAC 


7CAAAG6C6Q 


TAA7ACGG77 


1051 


ATCCACAGAA 


TCAGGGGATA ACGCAGGAAA GAACATGTQA 


GCAAAAGGCC 


1101 


AGCAAAAGGC 


CAGGAACC6T 


AAAAAGGCCG 


CGTT6CTG6C 


GT7T77CCAT 


1151 


AGGCTCCGCC 


CCCCT-GACGA 6CATCACAAA AATCGACQCT 


CAAG7CAGAG 


1201 


GTGGCGAAAC 


CCGACAGGAC 


TATAAAGATA 


CCAGGCGTT7 


CCCCCTGGAA 
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1501 

1551 

1601 

1651 
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1751 

1601 

1851 

1901 

1951 

2001 

2051 

2101 

2151 

2201 

2251 

2301 

2351 

2401 

2451 

2501 

2551 
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GCTCCCrCGT GCGCTCTCCT GTTCCGACCC TGCCGCTTAC CGGATACCTG 
TCCGCCTTTC TCCCT7CGGG AAGCGTGGCG CTTTCTCATA GCTCACGCTG 
TAGGTATCTC AGTTCGGTG7 AGGTCGTTCG CTCCAAGCTG GGCTGTGTGC 
ACGAACCCCC CGTTCAGCCC GACCGCTGCG CCTTATCCGG TAACTATCGT 
CTTGAGTCCA ACCCGGTAAG ACACGACTTA TCGCCACTGG CAGCAG 

<saQ 

ed (inclus) de : pbr322.seq chocJc: 5483 a partir de: 1426 
a : 2886< 

TCCC 

ITAACTTACT TATTAAATAA TTTATACCTA TTCAAAAGAG ATAACAATTG 
TTCAAAGCTA ATATTGTTTA AATCGTCAAT TCCTGCATGT TTTAAGGAAT 
TGTTAAATTG ATTTTTTCTA AATATTTTCT TGTATTCTTT GTTAACCCAT 
TTCATAACGA AATAATTATA CTTTTGTTTA TCTTTGTGTG ATATTCTTGA 
TTTTTTTCTA CTTAATCTGA TAAGTGAGCT ATTCACTTTA GGTTTAGGAT 
GAAAATATTC TCTTGGAACC ATACTTAATA TAGAAATATC AACTTCTGCC 
ATTAAAAGTA ATGCCAATGA GCGTTTTGTA TVTAATAATC TTTTAGCAAA 
CCCGTATTCC ACGATTAAAT AAATCTCATT AGCTATACTA TCAAAAACyVA 
TTTTGCCTAT TATATCCGTA CTTATGTTAT AAGGTATATT ACCATATATT 
TTATAGOATT GOTTTTTAGO AAATTTAAAC TGCAATATAT CCTTGTTTAA 
AACTTGGAAA TTATCGTGAT CAACAAGTTT ATTTTCTGTA GTTTTGCATA 
ATTTATGGTC TATTTCAATG GCAGTTACGA AATTACACCT CTTTACTAAT 
TCAAGGGTAA AATGGCCTTT TCCTGAGCCQ ATTTCAAAGA TATTATCATG 
TTCATTTAAT CTTATATTTG TCATTATTTT ATCTATATTA TGTTTTGAAG 
TAATAAA6TT TTGACT6TGT TTTATAITTT TCTCGTTCAT TATAACCCIC 
TTTAATTT66 TTATAT6AAT TTTGCTTATT AACGATTCAT TATAACCACT 
TATTTTTTGT TTGGTTGATA ATGAACTGTG CTGATTACAA AAATACTAAA 
AATGCCCATA TTTTTTCCTC CTTATAAAAT TAGTATAATT ATAGCACGAG 
CTCT6ATAAA TAT6AACATG ATGAOTGATC GTTAAATTTA TACTGCAATC 
GGATGCGATT ATTGAATAAA AGATATGAGA GATTTATCTA ATTTCTTTTT 
TCTTGTAAAA AAAGAAAGT9 CTTAAAG6TT TTATAGTVTT GGTCGTAGAG 
CACACGGTTT AACGACTTAA TTAC6AAGTA AATAA6TCTA GTGTGTTAGA 

Fig. 10 (suite) 
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2601 CTTTATGAAA TCTATATACG TTTATATATA TTTATTATC 

>SEQ&D 

(inclus) de : pwvOl. check: 7166 a partir de : I a: 1744> 

C GATTTTTTAT 

2651 TAAAACGTCT CAAAATCGTT 7C7GAGACGT TTTAGCGTTT ATTTCGTTTA 
21 01 GTTATCGGCA TAATCGTTAA AACAGGCGTT ATCGTAGCGT AAAAGCCCTT 
2751 GAGCGTAGCG TGGCTT7GCA GCGAAGATGT TGTCTGTTAG ATIATQAAAG 
2301 CCGATGACTG AATGAAATAA TAAGCGCA6C GCCCTTCTAT TTCGGTTGGA 
28S1 GGAGGCTCAA GGGAGTAl'GA GGGAATGAAA TTCCCTCATG GGTT7GATTT 
2901 TAAAAA7TGC T7GCAAT77T GCCGAGC66T AGCGCTGGAA AATTT77GAA 
2951 AAAAATT7GG AAT77GGAAA AAAATGGGGG GAAAGGAAGC GAAT777QC7 
3001 7CCG7AC7AC GACCCCCCA7 TAAG7GCCGA GTGCCAATTT 77G7GCCAAA 
3051 AACGCTC7A7 CCCAAC7GGC 7CAAGGGT7T AAGGGG7T7T 7CAA7CGCCA 
33 01 ACGAATCGCC AAC6T77TCa CCAACG7TTT TTATAAATCT. ATATTTAACT 
3151 A6CTTTATT6 TTGTTT77AT GATTACAAA6 TGATACACTA ACTTTA7AAA 
3201 ATTATTTGAT TCGACTTITT TAAATG6TGA TTTCAGAXTC GAAAAAAAGA 
3251 GTTATGATTT C7C1'GACAAA AGAGCAAGAT AAAAAATTAA CAGA7A7GGC 
3301 GAAACAAAAA GGTT7T7CAA AATC7GCGGT 7GCGGCG77A GC7A7AGAAG 
3351 AA7ATGCAAG AAAGGAATCA GAACAAAAAA AA7AAGC6AA AGC7CGCG77 
3401 77TAGAAGGA TACGAGTT7T CGCTACTTGT TTTTGATAAG G7AA77A7AT 
3451 CATGGCTATT AAAAATACTA AAGCTA6AAA Tl'TTGGATTT TTAT7A7A7C 
3501 CTGACTCAAT TCCTAATGAT 766AAAGAAA AATTAGA6A6 TTTGGGC67A 
3551 TCTATGGCTG TCAGTCCTTT ACACGATATG GACGAAAAAA AAGA7AAAGA 
3601 7ACATGGAAT AATAG7AA7A 77ATACAAAA 7GGAAAGCAC 7ATAAAAAAC 
3651 CACACTATCA C6TTATATAT ATTGCAC6AA ATCC7GTAAC AA7AGAAAGC 
3701 67TAG6AACA AGATTAAGC6 AAAATTG6QQ AATAGTTCAG TTGCTCATGT 
3751 T6AGATACTT GATTATATCA AAGGTTCATA TGAATATTTG AC7CATGAAT 
3801 CAAAG6AC6C TATTGCTAAG AATAAACATA TATAC6ACAA AAAAGA7ATT 
3851 7TGAACATTA ATGAT7TTGA 7ATTGACCGC TATATAACAC TT6AT6AAA6 
3901 CCAAAAAAGA GAA7TGAAGA ATTTAC7TTT AGATATAGTG GATGAC7A7A 
3951 ATTTGQTAAA TACAAAA6AT TTAAT66CTT TTATTCGCCT TAGGGGAGCG 
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GAGTTTGGAA TTTTAAATAC GAATGATGTA AAAGATATTG TTTCAACJAk 
CTCTAGCGCC TTTAGATTAT GGTTTGAGGG CAATTATCAG TGTGGATATA 
GAGCAAGTTA TGCAAAGGTT CTTGATGCTG AAACGGGGGA AATAAAATGA 
CAAACAAAGA AAAAGAGTTA TTTGCTGAAA ATGAGGAATT AAAAAAAGAA 
ATTAAGGACT TAAAAGAGCG TATTGAAAGA TACAGAGAAA TGGAA6TTGA 
ATTAAGTACA ACAATAGATT TATTGAGAG6 AGGGATTATl' GAATAAATAA 
AAGCCCCCTG ACGAAAGTCO AAGGGGGTTT TTATTTTGGT TTCATGTTGC 
GATTAATAGC AAYACAA77G CAATAAACAA AAT 

<SEQED (Indus) 
de: pwvOl. check: 7166 a partir de : 1 a: 1744< 

>SBQED (Indus) 
reverse de: publlO.seq checkt 5091 a parcir de : 1964 a: 
2366> 

GATCTTC CTTCAG6TTA 
TGACCATCTG TGCCAGTTC6 7AATGTCTGG TCAACTTTCC GAC7CTGAGA 
AACT7C7GGA A7CGC7AGAG AA77TC7GGA ATGGGA7TCA GGAG7GGACA 
GAACGACACG GA7ATATAGT GGATGTG7CA AAAC6CATAC CA777TGAAC 
GA7GACC7C7 AATAAT7GTT AATCATGTTG GT7ACGTATT TAT7AACTTC 
TCC7AG7A77 AGTAA77A7C A7GGC7G7CA 7GGCGCA77A ACGGAA7AAA 
GGGTG7GC77 AAATCGGGCC AT777G(X;TA ATAAGAAAAA GGA77AA7TA 
7GAGCGAA7T GAAT7AA7AA TAAGGTAATA GA77TACA7T AGAAAATGAA 
kGGGGMm ATGC6TGAGA ATGTTACA6T CTA7CC 

<SSQED 

(Indus) reverse de: publlO.seq ehecJc: 5091a parcir de: 
1964 a: 2366< 

>9eqed 

(Indus) de: psk.seq Checki 8495 a parcir de:530 a: 977> 

CTGG CGAAAGGGGG 

A7GTGC7QCA AGGCGA77AA GTT6QC7AAC GCCAGGG7TT 7CCCAGTCAC 
GAC6TTGTAA AACGAC66CC AGTGAGC6CG C6TAATACGA C7CAC7A7A6 
G6C6&ATT6G GTACCGG6CC CCCCCTC6A6 GTCGACGGTA TCGA7AAGCT 
76ATATC6AA TTCC7GCAGC CCGG6GQATC CACTAOTTCT AGAGC66CCG 
CCACC6CGGT GGAGCTCCA6 CTTTTGTTCC CTTTA6TGA6 6GTTAATTGC 
GCCCTTGGCG 7AATCATGGT CATAGCTGTT TCCTGTCTGA AATTG77ATC 
CGCTCACAAT 7CCACACAAC ATACGAGCCG GAA6CATAAA QTG7AAAGCC 

Fig. 10 (suite) 
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5151 TGGGGTGCCT AATGAGTGAG CTAACTCACA TTAATTGCGT TGCGCTCACT 
5201 ..GCCCGCTTTC CAGTCGGGAA ACCTGTCGTG CCAG 

oeqad (inclus) 
de: psk.seq Check: B495 a partir de:530 a:977< 

>SEQBD (Indus) 
de: pcl.ba Check: 2015 a partir de: 974 a: 2O04> 



Fig. 10 (suite) 
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pghost 6. aeq longueur 6722 Type: N 



1 


CGATTCACAA 


AA^^TAGGCA 


CACGAAAAAC 


AAGTTAAGG6 


ATGCAGTTTA 


51 


AATTCTTGAA 


GACGAAAGGG 


CCTCGTGATA 


CGCCTATTTT 


TATAGGTl'AA 


101 


TGTCATGATA 


ATAATGGTTT 


CTTAGACGTC 


AGGTGGCACT 


TTTCGGG6AA 


151 


ATGTGCGCGG 


AACCCCTAl'T 


TGTTTATTTT 


TCTAAATACA 


TTCAAATATG 


201 


TATCCGCTCA 


TGAGACAATA 


ACCCTGA7AA 


ATGCTTCAAT 


AATATTGAAA 


251 


AAGGAAGAGT 


ATGAGTATTC 


AACATTTCCG 


TGTCGCCCTT 


ATTCCCTTTT 


301 


TTGCGGCATT 


TTGCCTTCCT 


GTTTTTGCTC 


ACCCAGAAAC 


GCTGGTGAAA 


351 


GTAAAAGATG 


CTGAAGATCA 


G7TGGGTGCA 


C6AGTGGGTT 


ACATCGAACT 


401 


GGATCTCAAC 


AGCGGTAAGA 


TCCTTGAGAG 


TTTTCGCCCC 


GAAGAACGTT 


451 


TTCCAATGAT 


GAGCACTTTT 


AAAGTTCTGC 


TATGTGGCGC 


GGTATTATCC 


501 


CGTGTTGACG 


CCGGGCAAGA 


GCAACTCGGT 


CGCCGCATAC 


ACTATTCTCA 


551 


GAATGACTT6 


GTTGAGTACT 


CACCAGTCAC 


AGAAAA6CAT 


CTTACGGATG 


601 


GCAT6ACA6T 


AAGAGAATTA 


TGCAGT6CT6 


CCATAACCAT 


GAGTGATAAC 


651 


ACTGCGGCCA 


ACTTACTTCT 


GACAAC6ATC 


G6AG6ACCGA 


AGGAGCTAAC 


701 


CGCTTTTTTG 


CACAACAT6G 


GG6ATCATGT 


AACTC6CCTT 


GATCGTTG6G 


751 


AACCGGAGCT 


GAATGAAGCC 


ATACCAAACG 


ACGAGCGTGA 


CACCACGATG 


801 


CCTGCAGCAA 


TGGCAACAAC 


GTTGCGCAAA 


CTATTAACTG 


GCGAACTACT 


851 


TACTCTAGCT 


7CCCGGCAAC 


AATTAATAGA 


CTGGATGGAG 


GCGGATAAAG 


901 


TTGCA66ACC 


AC7TCTGCGC 


TCG6CCCTTC 


CGGCTGGCTG 


GTTTATTGCT 


951 


GATAAATCTG 


GAGCCGGTGA 


GCGT6G6TCT 


C6CG6TATCA 


TTGCAGCACT 


1001 


G6GGCCAGAT 


G6TAAGCCCT 


CCC6TATCGT 


AGTTATC7AC 


ACGACGGGGA 


1051 


GTCAGGCAAC 


TATGGATGAA 


CGAAATAGAC 


AGATCGCTGA 


GATAGGTGCC 


1101 


TCACTGATTA 


AGCATTGGTA 


ACTGTCAGAC 


CAAGTTTACT 


CATATATACT 


1151 


TTAGATT6AT 


TTAAAACTTC 


AtTTTTAATT 


TAAAA66ATC 


TAGGTGAAGA 


1201 


TCCTTTTTGA 


TAATCTCATG 


ACCAAAATCC 


CTTAAC6T6A 


6TTTTCGT.TC 


1251 


CACT6A6C6T 


CAGACCCCGT 


AGAAAAGATC 


AAAGGATCTT 


CTTGAGATCC 


1301 


TTTTTTTCTG 


C6CGTAATCT 


GCT6C7TGCA 


AACAAAAAAA 


CCACCGCTAC 


1351 


CAGCGGTGGT 


TTGTTTGCCG 


GATCAAGAGC 


TACCAACTCT 


TTTTCCGAAG 
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GTAACTGGCT TCAGCAGAGC GCAGATACCA AATACTGTCC TTCTAGTGTA 

1451 GCCGTAGTTA GGCCACCACT TCAAGAACTC TGTAGCACCG CCTACATACC 

1501 TCGCTCTGCT AATCCTGTTA CCAGTGGCTG CTGCCAGTCG CGATAAGTCG 

1531 TGTCrTACCG GGTTGGACTC AAGACGATAG TTACCGGATA AGGCGCAGCG 

1601 GTCGGGCTGA ACGGGGGGTT CG7GCACACA GCCCAGCTTG GAGCGAACGA 

1S51 CCTACACCGA ACTGAGATAC CTACAGCGTG AGCTATGAGA AAGCGCCACG 

1701 CTTCCCGAAG GGAGAAAGGC GGACAGG7AT CCGGTAAGCG GCAGGG7CGG 

1751 AACAGGAGAG CGCACGAGGG AGCTTCCAGG GGGAAACGCC TGGTATCTTT 

1801 ATAGTCCTGT CGGCTTTCGC CACCTCTGAC TTGAGCGTCG ATTTTTGTGA 

1851 TGCTCGTCAG GGGGGCGGAG CCTATGGAAA AACGCCAGCA ACGCGGCCTT 

1901 TTTACGGTTC CTGGCCTTTT GCTGGCCTTT TGCTCACATG TTCTTTCCTG 

1951 CGTTATCCCC TGATTCTGTG GATAACCGTA TTACCGCCTT TGAGTGAGCT 

2001 GATACCGCTC GCCGCAGCCG AACGACCGAG CGCAGCGAGT CAGTGAGCGA 

2051 GGAAGCGGAA GAGCGCCTGA TGCGGTATTT TCTCC7TAC6 CATC76TGCG 

2101 GTATTTCACA CCGCATATGG TGCACTCTCA GTACAATCTG CTCTGATGCC 

2151 GCATAGTTAA GCCAGTATAC ACTCCGCTAT CGCTAC6T6A CTGGG7CATG 

2201 GCTGCQCCCC GACACCCGCC AACACCCGCT GACGCGCCCT GACGGGCT7G 

2251 TC7GC7CCCG GCATCCGC7T ACAGACAA6C 7GTGACCGTC 7CCGGGAGC7 

2301 GCA7G7G7CA GAGG77TTCA CCGTCATCAC CGAAACGCGC GAGGCAGC7G 

2351 CGG7AAA6C7 CA7CAGCG7G G7CGTGAAGC GA7TCACAGA TGrC7GCC76 

2401 77CATCCGC6 TCCAGCTCGT TGAGTTTC7C CAGAAGC6TT AA7GTCTGGC 

2451 7TCTGATAAA GCGGGCCAT6 7TAAG6GCGG TTTTTTCCTG TTTGGTCAC7 

2S01 GATGCC7CC6 7G7AAGGC66 ATT7CT6TTC ATGGG6GTAA TGATACCGA7 

2551 6AAACGAGAG A6GATGC7CA CGATACGGGT TACTGATGAT GAACA7GCCC 

2601 GG77ACTGGA ACG7TG7GAG GG7AAACAAC TGGCGGTA7G GA7GCGGCGG 

2651 GACCAGAGAA AAATCACTCA GGG7CAATGC CAGCGC77CG 77AA7ACAGA 

2701 TGTAGGTGTT CCACAG6GTA GCCAGCAGCA TCCT6C6AT6 CAGATCCGGA 

27 SI ACATAAT6GT GCAG6GCGCT GACT7CCGC6 TTTCCAGACT TTACGAAACA 

2B01 CGGAAACCGA AGACCATTCA 7GTTGTTGCT CAGGTCGCAG ACGTTTTGCA 
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GCAGCAGTCG 


CTTCACGTTC 


GCTCGCGTAT 


CGGTGATTCA 


TTCTGCTAAC 


CAGTAAGQCA 


ACCCCGCCAG 


CCTAGCCGGG 


TCCTCAACGA 


CAGGAGCACG 


ATCATGCGCA 


CCCGTGGCCA 


GGACCCAACG 


CTGCTCCCTT 


AACTTACTTA 


TTAAATAATT 


TATAGCTATT 


GAAAAGAGA7 AAGAATTG7T 


CAAAGCTAAT 


ATTGTTTAAA 


TCGTCAATTC 


CTGCATGTTT 


TAAGGAAtTG 


TTAAATTGAT 


TTTTTGTAAA 


TATTTTCl'TG 


TATTCTTTGT 


TAACCCATTT 


CATAACGAAA 


TAATTATACT 


TTTGTTTATC 


TTTGTGTGAT ATTCTTGATT 


TTTTTCTACT 


TAATCTGATA 


AGTGAGCTAT 


TCACTTTAGG 


TTTAGGATGA 


AAATATTCTC 


TTGGAACCAT 


ACTTAATATA 


GAAATATCAA 


CTTCTGCCAT 


TAAAAGTAAT 


GCCAA7GAGC 


GTTTTGTATT 


TAATAATCTT 


TTAGCAAACC 


CGTATTCCAC 


GATTAAATAA 


ATCTCATTAG 


CTATACTATC 


AAAAACAATT 


TTGCGTATTA 


TATCCGTACT 


TATGTTATAA 


GGTATATTAC 


CATATATTTT 


ATA6GATTGG 


T7T7TAGGAA 


ATTTAAACTG 


CAATATATCC 


TTGTTTAAAA 


CTTGGAAATT 


ATCGTGATCA 


ACAAGTTTAT 


TTTCT6TAGT 


TTTGCATAAT 


TTATGGTCTA 


TTTCAATGGC 


AGTTACGAAA 


TTACACCTCT 


TTACTAATTC 


AAGGGTAAAA 


TGGCCTTTTC 


CTGAGCCGAT 


TTCAAAGATA 


TTATCATGTT 


CATTTAATCT 


TATATTTGTC 


ATTATTTTAT 


CTATAT7AT6 


TTTTGAAGTA 


ATAAAGTTTT 


GACTGTGTTT 


TATATTTTTC 


TCGTTCATTA TAACCCTCTT 


TAATTTG6TT 


ATATGAATTT 


TGCTTATTAA 


C6ATTCATTA 


TAACCACTTA 


TTTTTTGTTT 


G6TT6ATAAT 


GAACTGT6CT 


GATTACAAAA ATACTAAAAA 


TGCCCATATT 


TTTTCCTCCT 


TATAAAATTA 


GTATAATTAT 


AGCACGAGCT 


CTGA7AAATA 


TGAACAT6AT 


GAGTGATCGT 


TAAATTTATA 


CTGCAATCG6 


A7GCGATTAT 


T6AATAAAA6 


ATATGAGAGA 


TTTATCTAAT 


TTCTTTTTTC 


7TG7AAAAAA 


A6AAAGTTCT 


TAAAGGTTTT 


ATAGTTTT66 


TCGTA6A6CA 


CACGGT7771A 


C6ACTTA}iTT 


AC6AA6TAAA 


TAA6TCTA6T 


6TGTTA6ACT 


TTA7GAAA7C 


TATATACGTT 


TATATATATT 


TATTATCCGA TTTTTTATTA 


AAACG7CTCA 


AAATCGTTTC 


TGAGACGTTT 


TAGCGTTTAT 


TTCGTTTA6T 


7A7CGGCA7A 


ATC6TTAAAA 


CAG6CGTTAT 


CGTAGCGTAA AAGCCCTTGA 


GCG7AGCGTG 


GCTTTGCA6C 


GAAGATGTtG 


TCT6TTAGAT TATGAAAGCC 


GATGAC7GAA 
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4301 TGAAATAATA AGCGCAGCGC CCTTCTATTT CGGTTG6AGG AGGCTCAAGG 

4351 GAGTATGAGG GAA7GAAATT CCCTCATGGG TTTGATTTTA AAAATTGCTT 

4401 GCAATTTTGC CGAGCGGTAG CGCTGGAAAA TTTTTGAAAA AAATTTGGAA 

4 4 51 TTTGGAAAAA AATGGGGGGA AAGGAAGCGA ATTTTGCTTC CGTACTACGA 

4501 CCCCCCATTA AGTGCCGAGT GCCAATTTTT GTGCCAAAAA CGCTCTATCC 

4551 CAACTGGCTC AAGGGTTTAA GGGGTTTTTC AATCGCCAAC GAATCGCCAA 

4 601 CGTTTTCGCC AACGTTTTTT ATAAATCTAT ATTTAAOTAG CTTTATTGTT 

4651 GTTTTTATGA TTACAAAGTG ATACACTAAC TTTATAAAAT TATTTGATTG 

4*701 GAGT7TTTTA AATGGTGATT TCA6AATCGA AAAAAAGAGT TATGATTTC7 

4751 CTGACAAAAG ASCAAGATAA AAAATTAACA GATATGGCGA AACAAAAA6G 

4801 TTTTTCAAAA TCTGCGGTTG CGGCGTTAGC TATAGAAGAA TATGCAAQAA 

4851 AGGAATCAGA ACAAAAAAAA TAAGCGAAA6 CTCGCGTTTT TAGAAGGATA 

4901 CGAGTTTTCG CTACTTGTTT TTGATAA66T AATTATATCA TGGCTATTAA 

4951 AAATACTAAA GCTAGAAATT TTGGATTTTT ATTATATCCT GACTCAATTC 

5001 CTAATGATTG GAAAGAAAAA TTAGAGAGTT T6G6CGTATC TATGGCTGTC 

5051 AG7CCT7TAC ACGA7ATGGA CGAAAAAAAA GATAAAGA7A CATGGAATAA 

5101 TAGTAATA7T ATACAAAA7G GAAAGCAC7A TAAAAAACCA CAC7A7CACG 

5151 7TA7ATATAT 7GCACGAAAT CC7GTAACAA TAGAAAGCGT 7AG6AACAAG 

5201 A7TAAGC6AA AATT6GG6AA TA6TTCAGTT GCTCATGTTQ AGATACT7GA 

5251 TTATATCAAA GGTTCATAT6 AATATT7GAC TCATGAATCA AAGGACQC7A 

5301 TT6CTAAGAA TAAACATATA TACGACAAAA AAGATATTTT GAACATl'AAT 

5351 GA77TTGATA TTGACCGC7A 7A7AACACTT GATGAAAGCC AAAAAAGAGA 

5401 ATTOAACAAT 77ACTT7TAG ATATAG7GGA 7GAC7ATAAT TTGGTAAATA 

5451 CAAAAfiATTT AATGGCTTTT ATTC6CCTTA G6G6A6C6GA GTTTGGAAT7 

5501 TTAAATACGA ATGA7GTAAA AGATATT6TT TCAACAAACT CTAGCGCC7T 

5551 7AGATTATG6 TTTGAGG6CA ATTATCA6T6 T6GATATAGA GCAA6TTA7G 

5601 CAAAGG7TC7 T6ATGC7GAA ACGG6G6AAA TAAAATGACA AACAAAGAAA 

5651 AAGAGTTATT T6C7GAAAAT GAGGAAYTAA AAAAA6AAAT TAAGGAC77A 

5701 AAAGA6CG7A TTGAAAGATA CAGAGAAATG GAAGTTGAA7 7AAG7ACAAC 
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5751 


AATA6ATTTA 


TTGAGAGGAG 


GGA7TATTGA 


ATAAATAAAA 


GCCCCCTGAC 


5801 


$AAAGTC6AA 


GGGGGTTTTT 


ATTl'TGGTTT 


GATGTTGC6A 


TTAATAGCAA 


5851 


TACAATTGCA 


ATAAACAAAA 


TGATCTTCCT 


TCA6GTTATG 


ACCATCTGTQ 


5901 


CCAGTTCGTA 


ATGTCTGGTC 


AACTTTCCGA 


CTCTGAGAAA 


CTTCTGGAAT 


5951 


CGCTAGAGAA 


TTTCTGGAAT 


GGGATTCACG 


AGTGGACAGA 


ACGACACGGA 


6001 


TATATAGTGG 


ATGTGTCAAA 


ACGCATACCA 


TTTTGAACGA 


TGACCTC7AA 


6051 


TAATTGTTAA 


TCATGTTGGT 


TACGTATTTA 


TTAACTTCTC 


CTAGTATTAG 


6101 


TAATTATCAT 


GGCTGTCATG 


GCGCATTAAC 


GGAi^TAAAGG 


GTGTGCTTAA 


61S1 


ATCGGGCCAT 


TTTGC6TAAT 


AAGAAAAAG6 


ATTAATTATG 


AGCGAATTQA 


6201 


ATTAATAATA 


AGGTAATA6A 


TTTACATTAG 


AAAATGAAAQ 


GGGATTTTAt 


6251 


GC6TGA6AAT 


6TTACAGTCT 


ATCCCTGGCG 


AAAGGG6GAT 


GTGCTGCAAG 
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6351 


CGACGGCCAG 


TGAGCGCGCG 


TAATACGACT 


CACTATAGGG 


CGAATTGGGT 


6401 


ACCG66CCCC 


CCC7CGA66T 


CGAC66TATC 


GATAAGCTT6 


A7ATCGAATT 


6451 


CCTGCAGCCC 


GGGGGATCCA 


CTA6TTC7A6 


AGCGGCCGCC 


ACCGCGGTGG 


6501 


AGCTCCAGCT 


TTTGVTCCCT 


TTAGTGAGGG 


TTAATTGCGC 


GCTTGGCGTA 


6551 


ATCAT66TCA 


7AGCTGTTTC 


CTGTGT6AAA 


TTGTTATCCG 


CTCACAATTC 


6601 


CACACAACAT 


AC6AGCCGGA 


AGCATAAAGT 


GTAAA6CCTG 


GG6TGCCTAA 


€651 


TQAGTGAGCT 


AACTCACATT 


AATTGCGT7G 


CGCTCACTGC 


CCGCTTTCCA 


6701 


GTC6GGAAAC 


CTGTCG7GCC 


AG 
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